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Resumo 
 
RESUMO 
 
Diversos estudos clínicos têm demonstrado que a dinâmica da AIDS na infecção pediátrica 
difere da observada em adultos.  Em especial, diferenças na carga viral, taxa de depleção de 
linfócitos e rapidez no aparecimento dos sintomas são mais acentuados em crianças infectadas pelo 
HIV-1 (Luzuriaga et al., 1999). Contudo, os processos evolutivos que ocorrem nos genes do HIV-1 
durante a infecção de crianças ainda são pouco caracterizados. Em razão do sistema imunológico 
das crianças não estar completamente desenvolvido sugere que a pressão seletiva nos genes do HIV 
é distinta da observada em adultos. Para explorar a diversificação viral nesse contexto, comparamos 
a pressão seletiva do gene nef do HIV-1 em crianças (transmissão materno-infantil). com idades 
diferentes (i.e. 0-3 e 4-6 anos ) e comparamos com a observada em adultos. Para esse propósito 
comparamos a razão entre o número de substituições não-sinônimas por sítio não-sinônimo (dN) e o 
número de substituições sinônimas por sítio sinônimo (dS) medidos códon a códon no gene nef do 
HIV-1 entre adultos e crianças. Os resultados mostraram que, independente do tempo de 
diversificação do HIV-1, não existem diferenças na entendida de seleção e nem na localização dos 
códons positivamente selecionadas entre crianças e adultos no nível populacional. Em adição, 
detectamos uma região no gene nef que concentra mais os códons sob seleção positiva. Essa região é 
densa em epitopos descritos para anticorpos e ausente de epitopos para CTL ou CD4-hekper (de 
acordo com os mapas de epitopos com os mapas de Los Alamos HIV databank). Esses resultados 
são importantes pois mostram que a pressão mediada por anticorpos é bastante significativa para a 
diversificação do HIV-1 no nível populacional. 
 xii
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1.1. HISTÓRICO E EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO PELO HIV/AIDS. 
 
1.1.1. HISTÓRICO. 
 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) foi detectada e definida 
primeiramente nos Estados Unidos, em 1981, pelo CDC (United States Centers for Disease 
Control), quando pesquisadores de Nova York e da Califórnia observaram entre os pacientes 
homossexuais jovens do sexo masculino, até então saudáveis, doenças raras como sarcoma de 
Kaposi, infecções oportunistas como a pneumonia causada por Pneumocystis carinii e casos 
inexplicáveis e persistentes de linfadenopatias. Estes homens tinham em comum um déficit 
imunológico que resultava numa significativa perda de células T-auxiliares. Estas observações 
despertaram a preocupação das autoridades de saúde pública nos Estados Unidos (Pinto & 
Struchiner, 2006; Gottlieb et al., 1981; CDC, 1981; http://www.aids.gov.br). 
A partir da observação do grupo de doenças que acometiam os pacientes infectados pelo 
agente causador da AIDS e da ocorrência dessa doença em grupos de risco bastante diversos 
(usuários de drogas injetáveis, hemofílicos, crianças nascidas de mães portadoras do vírus), em 
1982, concluiu-se que a AIDS era causada por um microorganismo infeccioso transmitido de 
maneira semelhante ao vírus da Hepatite B (HBV): por contato sexual, uso de drogas, exposição 
a sangue e derivados e transmissão vertical. Neste mesmo ano foi diagnosticado o primeiro caso 
de AIDS no Brasil, em São Paulo (http://www.aids.gov.br; Francis et al., 1983).  
Em 1983, o grupo de pesquisa liderado pelo doutor Luc Montagnier (França), isolou um 
vírus que possuía a enzima transcriptase reversa (enzima que caracteriza os retrovírus), a partir 
de um paciente com uma doença associada ao novo quadro de comprometimento imunológico, 
este vírus foi denominado LAV – Lymphadenopathy Associated Vírus (Barre-Sinoussi et al., 
1983) e parecia ser o primeiro indício do agente etiológico da AIDS. 
Em 1984 os grupos dos doutores Robert Gallo e Jay Levy (EUA), publicaram também o 
isolamento de outros dois vírus contendo a enzima transcriptase reversa. Estes foram 
respectivamente denominados HTLV-III (Human T-Lymphotropic Vírus Type III), que se tratava 
de um novo vírus HTLV (Human T-Lymphotropic Vírus), o qual apresentava proteínas com 
diferenças significativas quando comparadas com as dos vírus então recentemente descritos 
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(HTLV-I e HTLV-II), e ARV (Associated Retrovírus). Após a identificação da seqüência de 
nucleotídeos destes vírus, constatou-se que os vírus anteriormente denominados de LAV, HTLV-
III e ARV eram variações genéticas do mesmo vírus, estabelecendo-se, portanto, que o agente 
causador desta nova doença era um retrovírus (Ratner et al., 1985; Marmor et al., 2006; Levy et 
al., 1984; Blattner, 1991; Gallo et al., 2003, Gallo et al., 1984). Contudo, somente em 1998, foi 
estabelecido pelo ICTV (International Committee of Viral Taxonomy), de acordo com as normas 
internacionais, baseadas principalmente nas características da estrutura da partícula viral, que o 
HIV pertencia à família Retroviridae e ao gênero Lentivírus (Coffin et al., 1986). 
A Comissão para Taxonomia de Vírus recomendou, em 1986, a adoção da designação 
de Vírus da Imunodeficiência Humana – HIV (da sigla em inglês: HIV - Human 
Immunodeficiency Vírus) para o novo vírus e Síndrome da Imunodeficiência Adquirida – SIDA 
(da sigla em inglês: AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome), para a doença causada pelo 
mesmo (Coffin, 1996). 
Estudos sorológicos do HIV evidenciaram dois tipos antigênicos, HIV-1 e HIV-2, que 
apesar das suas semelhanças, apresentam diferenças importantes que fornecem dados sobre a 
evolução, o tropismo e a patogênese viral. A maior diferença entre os tipos do HIV é a 
patogenicidade: em que o tipo 1 é o mais virulento e o principal responsável pela pandemia da 
AIDS (Grant, Cock, 2001; Reeves, Doms, 2002), enquanto que o tipo 2, descoberto em 1986 
notificado na África central e oeste africano, é aparentemente menos patogênico, apresentando 
menor carga viral plasmática e/ou melhor resposta imune no controle da replicação viral quando 
comparada à infecção pelo HIV-1. A diferença da patogenicidade referida pode estar associada 
ao fato de que o HIV-2 costuma ter deleções no gene nef, o que pode reduzir a replicação viral. 
Por outro lado, no HIV-1, estas deleções não são freqüentes (Reeves &, Doms, 2002; MacNeil et 
al., 2006). Além disso, estes dois tipos antigênicos do HIV possuem origens zoonóticas distintas, 
o HIV-1 e o HIV-2 derivam do SIVcpz e do SIVagm (Wang, 2000; Requejo, 2006; Korber et al., 
2000).Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2, dividem-se em diferentes subtipos que se distinguem por 
suas organizações genômicas e relações filogenéticas (Hahn et al., 2000; Reeves, Doms, 2002). 
O HIV-1 possui o gene vpu e está dividido em três grupos: grupo M (main ou major), composto 
por nove subtipos nomeados A-D, F-H, J e K (as variantes dos subtipos A e F são ainda 
segregadas como sub-subtipos A1 ou A2 e F1 ou F2, respectivamente); grupo O (outlier) e N 
(new). Além destes, 16 formas recombinantes (CRF) circulam na epidemia (Pinto, Struchiner, 
2006). O HIV-2 está dividido em sete subtipos, A, B, C, D, E, F e G, e possui tanto o gene vpu, 
também presente no HIV-1, quanto o gene vpx (Piroozmand et al., 2006). A variabilidade 
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genética entre o HIV-1 e o HIV-2 é de aproximadamente 25% de divergência em gag, pol e env 
(Reeves & Doms, 2002).  
Em 1986, a primeira droga “anti-HIV” foi aprovada pelo FDS (Food and Drug 
Administration), órgão americano que regulamenta e autoriza a comercialização de 
medicamentos nos EUA e posteriormente em todo mundo. A droga foi designada de AZT e 
também por azitromicina, zidovudina ou retrovir. O AZT, desenvolvido em 1964, era utilizado 
inicialmente como quimioterápico, mas devido ao alto grau de toxicidade para os pacientes nas 
doses utilizadas, sua utilização fora abandonada. No início da década de 70, experimentos em 
laboratório mostraram que o AZT possuía também atividade antiviral e em 1985 foi descrita sua 
atividade “anti-HIV” (Colson et al., 1991). 
Novas drogas foram sendo desenvolvidas e em 1992 é apresentado o primeiro estudo 
envolvendo terapia combinada a partir da utilização concomitante de duas drogas. Em 1996, é 
desenvolvida uma nova terapia que combina a utilização concomitante de três ou mais drogas, a 
denominada Terapia Anti-retroviral Altamente Ativa – HAART (do inglês: Hightly Active Anti-
retroviral Therapy), popularmente chamada de coquetel anti-HIV. Porém, o veloz aparecimento 
de vírus resistentes a diferentes combinações destes fármacos, impeliu o desenvolvimento de 
novos fármacos e novas estratégias terapêuticas (De Clerc, 1998). 
Atualmente, os fármacos anti-HIV disponíveis tem ação inibindo o sítio de ligação da 
enzima transcriptase reversa, promovendo a inibição alostérica da enzima transcriptase reversa, 
promovendo a inibição “competitiva” da protease e ainda inibindo a fusão das proteínas de 
membrana do HIV-1 com receptores de membrana das células alvo (Tantillo et al., 1994, 
Wlodawer et al., 1998). 
 
1.1.2. EPIDEMIOLOGIA. 
 
Entre as enfermidades infecciosas emergentes, a AIDS destaca-se pela grande 
magnitude e extensão dos danos causados às populações, de modo que as características da 
infecção pelo HIV e suas repercussões têm sido exaustivamente discutidas pela comunidade 
científica e pela sociedade em geral (Brito et al., 2000; Wang et al., 2000). 
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Segundo dados divulgados em 2006, pelo panorama geral da epidemia da AIDS da 
UNAIDS (Joint United Nations Programme 2004) divisão da Organização Mundial de Saúde 
(OMS), até dezembro de 2005, cerca de 38,6 milhões (33,4 – 46,0 milhões) de pessoas 
encontravam-se infectadas pelo HIV em todo o mundo (figura 1). Estima-se que ocorrem 
aproximadamente 4,1 milhões (3,4 – 6,2 milhões) de novas infecções pelo HIV e que cerca de 
2,8 milhões de pessoas morrem por causa da AIDS.  
Os primeiros casos de AIDS no Brasil foram identificados em indivíduos da região 
Sudeste, em 1982. Ao longo dos anos a AIDS avançou rapidamente em nosso país e, segundo o 
Boletim Epidemiológico da Coordenação Nacional de DST/AIDS, programa do Ministério da 
Saúde, o número oficial de casos notificados de AIDS no Brasil até junho de 2006 é de 433.067 
pessoas. Contudo, observa-se a redução proporcional dos casos notificados de transmissão 
vertical. Ainda, segundo o boletim, o número de óbitos em decorrência da AIDS no período de 
1980 a 2005 foi de 183.074 mortes. No ano de 2005 foi registrado, no Sistema de Informações 
sobre Mortalidade, um total de 11.026 óbitos por aids, representando taxa de mortalidade de 
6,0/100.000 habitantes, variando de acordo com a região de residência. 
A taxa de mortalidade de homens e mulheres aponta para um quadro de estabilidade, 
nos últimos anos. Esta estabilização nos índices de mortalidade se deve em grande parte ao 
tratamento anti-retroviral disponibilizado aos portadores do HIV/AIDS em nosso país, porém o 
índice de novos casos ainda é crescente no Brasil e em todo o mundo. 
 
Taxa de incidência em adultos:
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Distribuição global (em porcentagem) de 38,6 milhões de adultos 
infectados pelo HIV em 2005 (Panorama geral da epidemia de AIDS, UNAIDS, 
volume 2, página 15, 2006).  
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1.2. O HIV. 
 
1.2.1. PARTICULA VIRAL. 
 
O HIV-1 é morfologicamente esférico com aproximadamente 100nm de diâmetro e 
aprtesenta um envoltório de natureza lipoprotéica denominado envelope que recobre o 
nucleocapsídeo. O envelope do HIV é composto por uma bicamada lipídica derivada da 
membrana celular do hospedeiro, na qual se encontram inúmeras proteínas celulares como MHC 
(Major Histocompatibility Complex), actina e ubiquitina, de maneira que possui uma região 
voltada para o interior do vírus e outra externa, que é responsável pela afinidade com receptores 
celulares. Nessa região externa, são encontradas 72 projeções contendo trímeros de 
glicoproteínas. As glicoproteínas, Gp120 e Gp41, derivam de uma molécula precursora, a Gp 
160, que é clivada por enzimas do aparelho de Golgi na célula hospedeira. A Gp120 ou proteína 
externa da superfície prende-se ao vírus através de interações com a Gp41 ou proteína 
transmembrana. A Gp 120 desempenha um papel fundamental no reconhecimento e ligação do 
vírus aos receptores celulares (Turner & Summers, 1999; Pinto & Struchiner, 2006). 
Internamente, o envelope é sustentado pela p17, uma proteína estrutural da matriz viral, 
que é importante para a integridade do vírion (partícula viral completa) e para a incorporação das 
proteínas do envelope nos vírions maduros (Requejo, 2006). 
O genoma do HIV é composto por duas fitas simples de RNA, idênticas e de polaridade 
positiva, estabilizado pela nucleoproteína p7. O genoma é envolto pelo capsídeo viral que possui 
a forma de tronco cônico, formado por várias unidades da proteína p24, bem como as proteínas 
p6 e p9, que estão associadas ao material genético. Dentre as proteínas do capsídeo encontram-se 
a transcriptase reversa (RT, heterodímero de p51 e p66), protease (PR, homodímero de p15), 
integrase (IN, homotetrâmero de p11), Nef (p27), Rev (p19), Tat (p14), Vif (p23), Vpr (p18) e 
Vpu (p16) (Pinto & Struchiner, 2006; Arthur et al., 1992; Yu et al., 1992).  
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Figura 2. Partícula viral do HIV-1. As setas indicam as 
estruturas da partícula viraldo HIV-1. 
 
1.2.2. ORGANIZAÇÃO GENOMICA DO HIV-1. 
 
O genoma do HIV consiste em duas fitas simples de RNA com aproximadamente 10 
Kb, o qual contém genes estruturais comuns a todos os retrovírus, como gag, pol e env, que 
codificam enzimas e proteínas participantes diretas da estrutura do vírus ou de seu ciclo viral. 
Além desses genes, o vírus possui genes regulatórios (tat e rev) e acessórios (nef, vif, vpr e vpu). 
Nas extremidades 5’ e 3’ encontram-se longas seqüências terminais repetidas - LTRs (do inglês: 
Long Terminal Repeats) (Arora et al., 2002). 
  
Introdução 8 
 
 
Figura 3. Organização genômica do HIV-1. As setas indicam, de maneira 
esquemática, as proteínas codificadas pelos genes do HIV-1. 
 
1.2.2.1. GENES ESTRUTURAIS: 
 
- Gene gag: É um componente da partícula viral que constitui o capsídeo. O gene codifica 
uma proteína precursora de 9.2 Kb, a p55, que sofre splicing, a partir da ORF (Open Reading 
Frame) localizada na porção inicial do gene pol, e é clivada pela protease viral dando origem 
a quatro proteínas que irão constituir o cerne do HIV: p17 (proteína da matriz), p24 
(principal proteína da capsídeo viral), p6 (proteína rica em prolina, envolvida na maturação 
da partícula viral e auxilia na inclusão da proteína acessória Vpr nos vírions) e p7 (proteína 
de ligação com o ácido nucléico). As proteínas do gene gag executam diversas funções 
principais durante a montagem viral incluindo: 1. formação do esqueleto estrutural do virion; 
2. encapsidação do genoma viral; 3. taxiando a partícula nascente para exportação da célula e 
4. aquisição da bicamada lipídica e glicoprotéica associadas ao envelope. Esses processos 
requerem que as proteínas interajam em processos proteína-proteína, proteína-RNA e 
proteína-membrana (Wellensiek et al., 2006). 
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- Gene pol: Região gênica cuja sobreposição se dá no início do gene pol e término do gene 
gag. Codifica três enzimas funcionais necessárias para a replicação viral: 1) protease: 
responsável pela formação do gene gag que ocorre pelo processo de autocatálise do gag/pol; 
2) transcriptase reversa: possui duas atividades catalíticas que incluem a atividade de DNA 
polimerase responsável pela polimerização do DNA a partir do RNA e a atividade da 
ribonuclease H (Rnase H), que degrada o componente RNA das moléculas híbridas RNA-
DNA que foram formadas; 3) integrase: responsável pela integração do genoma viral ao 
genoma da célula hospedeira (Turner & Summers, 1999; Gottlinger, 2001; Hoffman et al., 
2002; Hill et al., 2005).  
- Gene env: Codifica uma proteína precursora, a Gp160, que ao ser clivada origina duas 
glicoproteínas, Gp120 e Gp41. Estudos das seqüências de nucleotídeos da região que 
codifica a Gp120, mostram que esta região é composta de cinco regiões ou domínios 
variáveis intercalados por regiões mais conservadas (C1-V1-V2 - C2 - V3 - C3 - V4 - C4 - 
V5). A Gp120 é a proteína de superfície do HIV, responsável pela interação do vírus com o 
receptor CD4 e os co-receptores CCR5 e/ou CXCR4, presentes na membrana das células 
alvo (Deng et al., 1996; Roux, Taylor, 2007; Rits-Volloch et al., 2006). Ao ocorrer a ligação 
entre a Gp120 e o receptor da célula alvo, as glicoproteínas virais sofrem alterações 
estruturais expondo a alça V3 da Gp120 e o domínio de fusão da Gp41 (Moore et al., 1991). 
Esta região é respectivamente alvo de anticorpos neutralizantes e de fármacos anti-retrovirais 
inibidores de fusão (Nakamura et al., 1993; Pinter et al., 1998; Vancott et al., 1995; Stiegler 
et al., 2001). Além disso, foi demonstrado que o tropismo viral por co-receptores celulares é 
influenciado pelas características físico-químicas de aminoácidos na posição 11 e 25 do loop 
da região V3 do envelope viral (De Jong et al., 1992; Hoffman et al., 2002). 
 
1.2.2.2. GENES REGULATÓRIOS: 
 
- Gene tat: Codifica a proteína de regulação Tat (do inglês: trans-acting transcription 
transactivator) que é a principal reguladora transcricional do LTR e é essencial para a 
replicação viral in vitro e in vivo. A Tat é uma proteína nuclear do HIV-1, que contém 101 
resíduos de aminoácidos, codificada por dois exons. O segundo exon extremamente 
conservado entre os isolados de HIV-1 e o primeiro imbuido das funções de ativação 
  
Introdução 10 
 
transcricional. por meio da região transativadora responsiva (TAR), localizada a montante do 
sítio de iniciação de transcrição do RNA, a Tat aumenta a processividade da RNA polimerase 
II. (Sheridan et al., 1991; Brady, Kashanchi, 2005). 
- Gene rev: Codifica a proteína de regulação com 116 resíduos aminoácidos denominada Rev, 
necessária para a replicação viral (Invernizzi et al., 2006). Essa proteína atua após a 
transcrição e promove o transporte das moléculas de RNAm das proteínas estruturais e 
acessórias do núcleo celular para o citoplasma para que ocorra a tradução, controla a 
proporção entre RNAm processado e não processado através da ligação nos elementos de 
resposta a Rev (RRE) presente em todos os transcritos virais que ainda não sofreram splicing 
e é responsável pela regulação da síntese de proteínas virais, isto é, regula a proporção de 
produção de proteínas reguladoras em relação às estruturais (Melo et al., 2006; Goff, 2003; 
Petelin & Trono, 2003). 
  
1.2.2.3. GENES ACESSÓRIOS: 
 
 Os genes acessórios produzem proteínas que podem alterar drasticamente o curso e a 
severidade da infecção viral, replicação e progressão da doença. 
− Gene nef: Codifica a proteína Nef, que contém aproximadamente 29 kDa, expressa durante 
todo o ciclo de vida do HIV na célula infectada, concomitantemente a Tat e Rev. Ademais, 
outra característica importante, é a produção de anticorpos e CTL contra este gene, pois os 
níveis de ambos também são altos durante toda a infecção no paciente.  
A proteína Nef está envolvida em diversos mecanismos utilizados na manipulação da 
célula infectada para auxiliar na replicação viral, no escape das pressões imunológicas, na 
patogênese e expansão viral. Além disso, Nef, interage com diversos fatores celulares (Das, 
Jameel, 2005; Arora et al., 2002; Roeth & Collins, 2006), tais como:  
1. A redução na expressão de proteínas de superfície celular que fazem parte da resposta 
imune do hospedeiro (Argañaraz et al., 2003; Das, Jameel, 2005). Nef se liga às 
moléculas de CD4, CD28, MHC-I e MHC-II promovendo a internalização e transporte 
destas moléculas para os lisossomos levando a degradação destas, alterando assim a 
apresentação dos peptídeos virais e promovendo um escape do reconhecimento de células 
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T citotóxicas (Lindwasser et al., 2007; Roeth & Collins, 2006). Estudos demonstraram 
que Nef utiliza diferentes maneiras de interagir com estas moléculas. Em resumo, Nef 
promove a formação de complexos de multiproteínas (multiprotein complexes), 
recrutando proteínas adaptadoras do hospedeiro para promover o transporte intracelular 
vesicular das moléculas. Alteração do transposte intracelular de outras moléculas tem 
sido relatada, e sugere-se que Nef gera efeitos pleiotrópicos nos caminhos exocitóticos e 
endocitóticos que alteram o transporte intracelular de proteínas e pode auxiliando no ciclo 
de vida do HIV-1 ligação com a superfície interna da membrana plasmática (Roeth & 
Collins, 2006). 
2. Interage com sinalizações celulares através da agregação e incorporação de lipid rafts da 
membrana celular. Nesta interação de Nef com a membrana celular a presença do 
domínio N-terminal (aa1-61) é necessária. Este domínio possui resíduos altamente 
conservados de lisina e arginina que contribuem na localização e associação de Nef com 
a membrana celular. As lisinas localizadas na posição 4 e 7 não são essenciais na 
agregação de Nef com a membrana, no entanto, contribuem na incorporação de lipid 
rafts, um mecanismo regulatório que determina a atividade biológica das subpopulações 
distintas de Nef nas células infectadas. A associação de Nef com a membrana é 
controlada por um padrão de assinaturas (signature motifs) que contribuem nas atividades 
individuais de Nef. Em resumo, Nef recruta proteínas de sinalização celular para os lipid 
rafts e age como um regulador interferindo na transcrição de diversos genes celulares 
(Balog & Minarovits, 2006; Giese et al. 2006).  
3. Possui atividade catalítica. Nef aumenta a transcrição de genes que codificam enzimas e 
fatores que catalizam a biossíntese de glicolipídeos e fosfolipídeos de membrana (Ndolo 
et al., 2006).  
4. Modula a PAK 2 (p21-ativated Kinase 2) na mediação de sinais celulares induzindo a 
reorganização do citoesqueleto, para facilitar a transcrição reversa ou empacotamento 
viral (O´Neil et al., 2006); 
5. Liga-se à PI3K, uma enzima regulatória e com atividades catalíticas, que auxilia no 
processo de redução da expressão de moléculas MHC-I. Nef interage com uma 
subunidade da PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase), p85 (Blagoveshchenskaya et al., 
2002; Linnemann et al., 2002). Além de auxiliar no processo de diminuição de expressão 
de MHC, a PI3K é necessária para ativar a interação de Nef ao PAK (p21-activated 
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kinase), o que sugere um importante papel na ativação de células T e progreção da 
doença durante a infecção (Agopian el al., 2006). 
6. Interage com a p53, inibindo a apoptose (Das & Jameel, 2005). 
7. Prejudira o transporte do colesterol celular. Diversas etapas da replicação do HIV-1 
dependem de colesterol. A infecção por HIV está associada a alterações no metabolismo 
lipídico e lipoprotéico. O HIV-1 prejudica ABCA1 (ATP-binding cassette transporter 
A1) dependente de colesterol, resultando no acumulo de lipídios nas células infectadas. 
Esta ação é mediada pela proteína Nef, através da sua interação e transporte do colesterol 
para o sitio de montagem do virion na membrana plasmática. Sugere-se que este 
mecanismo assegura o acesso do virions nascentes ao colesterol intracelular, o qual é 
importante para a infectividade do HIV (Mujawar et al., 2006).  
  Nef interage com diversas proteínas celulares, que em parte se relacionam com 
sinalização intracelular. Estudos estruturais desta proteína identificaram alguns domínios 
envolvidos na interação proteína-proteína e favorece um modelo onde Nef age como um 
adaptador para acumular complexos de sinalização na célula infectada. Além disso, vírus que 
apresentam deleção no gene nef são menos virulentos e estão associados com a progressão 
lenta para AID. Estas características promovem a associação de Nef à patogenicidade do HIV 
(Das & Jameel, 2005). 
- Gene vif: O gene vif (Fator de infectividade viral) codifica uma proteína de 23 KDa (Vif), 
que é produzida tardiamente durante a replicação viral. Além disso, esse gene interage com a 
proteína celular APOBEC-3G, impedindo que a mesma seja encapsulada junto com as novas 
partículas virais e ocasione destruição de parte do genoma viral via hipermutação (Goff, 
2003). 
- Gene vpu: Codifica uma proteína de 16KDa (Vpu). Esta proteína aumenta a taxa de 
liberação do vírus na célula infectada, facilitando a maturação e montagem de novos vírus e 
auxilia na degradação das moléculas de CD4 recém-sintetizadas, antes que estas sejam 
transportadas para a membrana citoplasmática (Bour & Strebel, 2003). 
- Gene vpr: Codifica a proteína Vpr, de 15KDa, que é traduzida a partir de um RNAm que 
sofreu um único evento de splicing. É encapsulada com o vírion, participando no transporte 
do complexo de pré-integração do genoma viral para o núcleo da célula infectada. Participa 
no processo de parada do ciclo celular na fase G2 do ciclo, beneficiando o vírus por garantir 
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maior taxa de expressão protéica. Está envolvida nos processos de apoptose, localização 
nuclear do complexo de pré-integração, ativação do LTR e de outros promotores heterólogos 
(Tungaturthi et al., 2003). 
 
1.2.3. MECANISMO DE INVASÃO E CICLO REPLICATIVO DO HIV-1. 
 
A infecção pelo HIV-1 se inicia quando ocorre a fusão do envelope viral com a 
membrana celular e liberação de um complexo contendo proteínas do capsídeo viral, RNA e 
outras proteínas contidas nesse complexo. No processo de fusão ocorre a interação entre o 
complexo glicoprotéico do envelope viral (Gp120 e Gp41) com a molécula do antígeno de 
diferenciação celular (CD4) da membrana celular. O CD4 é uma proteína da superfamília das 
imunoglobinas expressa na superfície de linfócitos T (preferencialmente), macrófagos de sangue 
periférico e tecidos, células da microglia (Sistema Nervoso Central), células dentríticas nas 
mucosas (figura 4).  
A interação entre as moléculas Gp120 e CD4 promove mudanças estruturais onde 
ocorre a protrusão do loop V3, este, por sua vez, vai interagir diretamente com os coreceptores 
(CCR5, CCR2 e CXCR4) para internalização (Huang et al., 2005). O tropismo celular é definido 
pelas modificações de carga no V3, somente nos vírus subtipo B. Ademais, o tropismo é definido 
pelo vírus, que vai reconhecer CXCR4 ou CCR5 (Markosyan et al., 2003). Uma vez concluída a 
ligação Gp120/CD4/co-receptor, a proteína Gp41 dissocia-se da Gp120 (um trímero de um 
dímero), que sofre modificações na conformação resultando na sua extensão e exposição de seu 
resíduo peptídico N-terminal hidrofóbico de fusão que é então inserido na membrana celular, 
concluindo a fusão vírus/célula, permitindo assim, que o capsídeo viral seja liberada no interior 
do citoplasma celular (Melikyan el al., 2000; Gómez & Hope, 2005; Henderson & Hope, 2006).  
Após a fusão ocorre a liberação da capsídeo viral para o citoplasma celular e inicia-se a 
transcrição do RNA em DNA complementar (cDNA) sob dependência da enzima transcriptase 
reversa. A transcriptase reversa promove a síntese de uma cópia de DNA de fita dupla e catalisa 
as reações de polimeração de DNA dependente de RNA e de DNA, além de degradar a porção 
de RNA do híbrido RNA-DNA formado durante o processo (atividade da ribonuclease H). Esta 
etapa da replicação é considerada um momento crítico para a diversidade genética do HIV-1. 
Devido ao alto potencial mutagênico da transcrição, uma vez acontecendo o erro da enzima 
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transcriptase reversa, este é incorporado ao genoma viral. Desta forma, um DNA diferente do 
molde original poderá ser formado (Frankel et al., 1998; Peçanha et al., 2002). 
Este DNA complementar é levado na forma de um complexo protéico até o núcleo 
celular em um processo mediado pela proteína Vpr, esse transporte ativo ocorre mesmo quando a 
carioteca está intacta. Uma vez no núcleo o DNA viral pode permanecer em forma circular, 
isoladamente ou pode haver integração no genoma celular (provírus), dependente da enzima 
integrase, que integra de forma estável o DNA do genoma viral no DNA cromossômico através 
de várias etapas como endonuclease, transferência de fita, desintegração e ligação, estabelecendo 
um provírus e completando desta forma a fase pré-integrativa (Cohen, 1996; Peçanha et al., 
2002). 
Após a integração, a replicação do provirus é feita por enzimas celulares, contudo, a 
expressão dos genes provirais é dependente do estado de ativação celular. Nas infecções 
humanas por retrovírus, como no caso do HIV-1, a expressão dos provírus integrados é medida 
por proteínas virais e celulares. Os RNAs virais transcritos são expressos a partir de um 
promotor localizado na região 5´ do LTR e a proteína acessória Tat aumenta consideravelmente 
a velocidade de transcrição. O conjunto de RNAs transcritos, de tamanho genômico ou 
divididos, é transportado para o citoplasma, onde ocorrerá a tradução (Hope, 1997; Frankel et al., 
1998; Peçanha et al., 2002). 
O processo de tradução e formação de novas partículas virais é regulado pela enzima 
Rev. Este processo produz as proteínas Vif, Vpr, Nef, além das poliproteínas Gag e Gag-Pol que 
serão processadas posteriormente em matriz, capsídeo, nucleocapsídeo, p6, protease, integrase e 
transcriptase reversa. As proteínas Gp41 e Gp120, no entanto, são formadas a partir da 
poliproteína Gp160, que é co-expressa com os receptores CD4 no retículo endoplasmático. 
Nesse momento, a proteína Vpu degrada os receptores CD4 recém sintetizados assim que as 
proteínas do Env sejam transportadas até a membrana celular. A porção p17 da Gag promove a 
agregação da Gag e da Gag-Pol no citoplasma e a p7 (nucleocapsídeo) liga-se e carreia o RNA, 
iniciando desta forma a montagem do vírus (Gonda et al., 1985; Veronese et al., 1988; Peçanha 
et al., 2002). 
O processamento, ou montagem dos vírions ocorre inicialmente próximo à membrana 
celular. As partículas nascentes (imaturas) são compostas de envelope glicoprotéico, RNA 
genômico e poliproteínas virais que passam por uma modificação morfológica (maturação) 
durante ou após o “brotamento”. O evento da maturação ocorre com a clivagem das poliproteínas 
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Gag e Gag-Pol pela protease viral produzindo enzimas e proteínas estruturais do capsídeo. A 
maturação da partícula viral ocorre no estágio avançado do ciclo replicativo e requer altas 
quantidades de substrato, provavelmente devido à baixa atividade enzimática da protease não 
processada; este estado é alcançado somente durante o “brotamento”. Após uma hidrólise inicial, 
a protease liberada pode então exercer sua atividade máxima, de acordo com os processos 
supracitados, processando de forma rápida as poliproteínas, completando assim o ciclo 
replicativo do HIV-1. Uma vez maduros e livres os novos vírions são potencialmente capazes de 
infectar novos linfócitos adjacentes (Vaishnan et al., 1991; Meek, 1992; Peçanha et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 7. 
8. 
9. 
10. 
Figura 4. Ciclo replicativo do HIV-1. 1.) Adsorção da particula viral por meio de glicoproteínas de 
superfície do envelope viral (espícula viral, representado por uma estrutura preta); 2.) fusão e liberação do 
capsídeo no citoplasma celular; 3.) transcrição reversa; 4. formação do complexo DNA viral/integrase e 
transporte do DNA viral para o núcleo; 5.) integração do DNA viral no genoma celular; 6.) transcrição de 
RNA viral; 7.) síntese de proteínas virais; 8.) formação da partícula; 9.) montagem e liberação da 
partícula viral; 10.maturação  da partícula viral . 
 
  
Introdução 16 
 
1.3. DIVERSIDADE VIRAL. 
 
1.3.1. ORIGEM DA DIVERSIDADE. 
 
O HIV possui elevada diversidade genética resultado de sua alta taxa de mutação e 
adaptação ao hospedeiro (Holmes et al., 1992; Leigh Brown, 1997). Esta diversidade ocorre 
devido a uma combinação de fatores (tais como altas taxas de recombinação, elevado numero de 
partículas viras produzidos durante o ciclo replicativo) entre eles a peculiaridade da enzima 
transcriptase reversa não possuir a propriedade de correção durante o processo de replicação 
viral. A ausência de correção resulta em uma taxa de erro na incorporação de nucleotídeos de 
aproximadamente 10-3 a 10-5 por sítio, por ciclo de replicação. Considerando-se que, a cada dia, 
são produzidas em média 1010 novas partículas virais, é possível estimar a diversidade 
potencialmente gerada durante o longo curso da infecção. Esta característica de formação de 
formas virais variantes (formação de quase-espécies) pode aumentar o potencial para o sucesso 
da adaptação do hospedeiro do HIV-1 (Lemey et al., 2006; Mullins & Jensen, 2006; Fares & 
Travers, 2006; Pinto & Struchiner, 2006; Frost et al, 2005). Além disso, a geração da diversidade 
também é impulsionada pelas pressões seletivas exercidas pelo sistema imunonologico, ou seja, 
anticorpos e células citotoxicas (Jung et al., 2002; Bazykin et al., 2006). A combinação destes 
fatores contribui para que em cada 25 gerações surja uma substituição no envelope (env) do 
HIV-1, que confere vantagem adaptativa, ou seja, a cada 2,5 meses uma nova mutação é fixada 
por seleção (Willianson, 2003). As implicações dessa diversificação constituem um dos maiores 
obstáculos para a implementação de estratégias vacinais (Gaschen et al., 2002; Rambaut et al., 
2004), além de constituírem um fator muito importante na geração de variantes de resistência aos 
anti-retrovirais (Ribeiro & Bonhoeffer, 2000; Charpentier et al., 2006). 
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1.3.2 ESTUDO DOS SUBTIPOS DO HIV-1. 
 
A partir da tentativa de organizar a diversidade observada entre as cepas de HIV-1 que 
circulam na epidemia, até 1992, as variantes do vírus foram identificadas como "americanas" ou 
"africanas", com base em seu local de origem. Com a descoberta de novos espécimes, esta 
separação tornou-se inadequada e foi proposta uma classificação em subtipos com base na 
análise dos genes env ou gag (Robertson et al., 2000). 
A análise filogenética de fragmentos do genoma do vírus possibilitou a subdivisão do 
HIV-1 em três grupos: M (main ou major), O (outlier) e N (new), que podem ter origem 
zoonótica em eventos independentes (Hahn et al., 1984; Srinivasan et al., 1987; Myers, 1992). O 
grupo M é predominante na epidemia global de AIDS e engloba a maioria dos HIV-1. Este grupo 
é representado por linhagens geneticamente distintas (subtipos), mas que são agrupadas 
filogeneticamente. Isso permite que o grupo M possa ser classificado em diversos subtipos (A1, 
A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J e K) distantes entre si entre 10 e 30%, dependendo da região gênica 
analisada (Myers et al., 1997).  
A distribuição geográfica e o padrão de disseminação dos diferentes subtipos do HIV-1 
são bastante heterogêneos. O subtipo B é o principal responsável pela disseminação da AIDS 
fora da África (http://www.unaids.org). Entretanto, o subtipo C é o mais freqüente sendo o 
principal responsável causador da epidemia na Índia e na África (Novitsky et al., 1999; 
Shankarappa et al., 2001). Estima-se que aproximadamente 39.5 milhões de pessoas estão 
infectadas pelo HIV no mundo e que a maioria dos casos (aproximadamente 24.7 milhões de 
pessoas) concentram-se nos países da região subsaariana. (http://www.unaids.org). 
Notavelmente, na África ocorrem todos subtipos já descritos além de inúmeras formas 
recombinantes. Além disso, a diversidade genética do subtipo C no Congo é tão grande quanto à 
diversidade global estimada para o subtipo B (Rambaut et al., 2001). No Brasil, estima-se que 
aproximadamente 600.000 pessoas estejam infectadas pelo HIV-1, sendo que existem 
aproximadamente 240.000 casos registrados e que só no estado de São Paulo estão localizados 
108.000 dos casos (http://www.aids.gov.br). Os subtipos comumente encontrados no Brasil são 
B, C e F1 sendo que o subtipo B é o de maior prevalência, cerca de 75% das infecções, o subtipo 
F (aproximadamente 10%) e o subtipo C com uma prevalência maior nos estados do sul e 
sudeste, predominantemente Rio Grande do Sul, com cerca de 30% das infecções. Além disso, 
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são encontradas formas recombinantes entre os subtipos B e F (Brindeiro et al., 2003; Louwagie 
et al., 1994). Na Argentina, a distribuição de subtipos é bastante peculiar pelo fato que entre 40 a 
65% dos indivíduos infectados deve-se à ocorrência de infecções por formas recombinantes BF 
(CRF12-B/F) e pela quase ausência de infecção pelo subtipo F (Thomson et al., 2000). 
Proporções tão altas de infecção por CRFs também são observadas na África 
(http://www.bioafrica.net) e no sul da Ásia (McCutchan et al., 2000). No Brasil, a CRF_BC 
representa 11% dos vírus circulantes na região sul do país (Brindeiro et al., 2003; Soares et al., 
2003; Santos et al., 2006). Entretanto, outras formas recombinantes circulantes têm sido 
descritas no Brasil, como, CRF28_BF e CRF29_BF, que são formadas exclusivamente pelos 
subtipos B e F e podem desempenhar um importante papel na epidemia brasileira e da América 
do Sul (Sanabani et al., 2006; De Sa Filho et al., 2006). Ademais, foi relatada a primeira 
ocorrência de um recombinante africano, CRF_02/AG, no Rio de Janeiro (Couto-Fernandez et 
al., 2005). Diversas formas recombinantes foram relatadas no mundo e estão descritas na tabela 
que segue (Tabela 1). 
  
Introdução 19 
 
Tabela 1. Descrição das formas recombinantes circulantes (CRFs) (Leitner et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CRF      Mix           Seqüência              Acc . Nº       Ano      Origem da Amostra                   Referência 
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1.3.3. RESPOSTA IMUNE À INFECÇÃO PELO HIV-1. 
 
A infecção por HIV é caracterizada por uma viremia crônica que pode resultar na 
progressiva deterioração da função do sistema imune, progredir para a AIDS e, posteriormente, 
para o óbito. Na maioria dos adultos e em alguns recém-nascidos evidencia uma resposta 
imunológica humoral e celular intensa, relevante para o controle da infecção pelo HIV (Geffin et 
al., 2003). Contudo, a dinâmica viral na infecção por HIV-1 em crianças é distinta quando 
comparada a dos adultos. Em contraste com a resposta imunológica dos adultos, nas crianças, a 
resposta mediada por células T CD8 é menor e rara antes dos 6 meses de idade (Chandwani et 
al., 2004). No entanto, há controvérsias, pois existe relato de que a resposta imunológica 
mediada por CTL, respondem tão intensamente quanto adultos (Feeney et al., 2003). Ademais, 
estudos demonstraram que crianças com idade inferior a 4 anos possuem uma resposta 
imunológica menor quando comparada às crianças mais velhas, portanto, a resposta imune 
contra o HIV-1 pode ser influenciada pela idade (Sandberg et al., 2003).  
A infecção aguda por HIV-1 em adultos é caracterizada por um alto pico de carga viral 
que declina rapidamente durante aproximadamente 3 a 4 meses após a infecção até alcançar a 
estabilidade (Sandberg et al., 2003). Este declínio na viremia coincide com a emergência da 
resposta por meio de células T citotóxicas (Mann, 1999; Musey et al., 1997; Phillips, 1999). Em 
contraste, a carga viral das crianças é muito alta e o declínio da viremia é lento. Esta elevada 
carga viral encontrada em crianças recém-nascidas pode estar relacionada com a alta produção 
do timo, uma vez que crianças possuem um elevado número de células T CD4 circulantes e 
porque a resposta de CTL ocorre somente após 6 meses de idade. Além disso, estudos 
demonstraram que a sobrevida das crianças infectadas é menor do que a dos adultos infectados, o 
que pode ser explicado por alguns fatores incluindo: imaturidade do sistema imune, falha na 
aquisição da imunidade materna, momento da transmissão ou carga viral materna, taxa de 
replicação viral, indução de sincício, diminuição de células T CD4 e a infecção no timo (Zang et 
al., 2006). 
Na infecção primária demonstrou-se a presença de mutações nos epitopos de célula T 
citotóxica (CTL) no HIV-1, que podem ser maior e/ou mais comuns em determinados genes 
como gag, nef e tat (Frost et al., 2005). Estas mutações ocorrem devido a uma intensa pressão 
seletiva na população viral por meio de CTLs, o que promove uma rápida emergência de 
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variantes que escapam do reconhecimento destas células, acarretando numa viremia persistente 
pós soroconversão, além de importante papel na patogênese viral. Em contraste, a pressão 
seletiva exercida pela resposta dos anticorpos neutralizantes pode ser branda, podendo afetar o 
fitness da população viral e contribuir para a rápida evolução dos vírus, entretanto, altos níveis de 
anticorpos estão correlacionados com progressão lenta da doença. Os anticorpos neutralizantes 
podem exercer uma pressão seletiva e contribuir na origem da diversidade viral, esta diversidade 
pode ser observada na infecção recente (Frost et al., 2005; Phillay & Phillips, 2005; O´Connor et 
al., 2006). Desta forma, a resposta imune do hospedeiro influencia a seleção de formas virais 
capazes de escapar do sistema imune, promovendo assim, a evolução viral. (Price et al., 1997; 
Phillay & Phillips, 2005).  
Uma potente resposta celular (células T citotóxicas circulantes) e humoral foram 
demonstradas na infecção primária, esta resposta está associada à manutenção da carga viral em 
níveis baixos durante a infecção aguda e crônica e aos indivíduos que progridem lentamente para 
a doença (Geffin et al., 2003). Ademais, alguns estudos sugerem que a progressão lenta para 
AIDS também esteja associada à presença de resposta citotóxica direcionada aos diferentes 
epitopos do gene gag (Klein et al., 1995; Riviere et al., 1995; Betts et al., 1999). Por outro lado, 
estudos realizados in vitro, evidenciaram que a resposta de CTL está direcionada principalmente 
contra poucos epitopos dos genes env e pol, sugerindo que a progressão tende a ser rápida 
(Goulder et al., 1997; Hay et al., 1999; Zhang et al., 1994). Alguns códons do gene nef também 
são considerados importantes alvos da seleção positiva, além disso, estudos demonstraram que 
indivíduos que progridem lentamente para a AIDS, estão associados com deleções no gene nef, 
dando suporte ao papel deste gene com a patogênese viral e com a progressão da doença 
(Zanotto et al., 1999; O´Neill et al., 2006; Yang et al., 2006). Dessa forma, não somente a 
presença de atividade CTL, bem como a especificidade, duração e abrangência da resposta 
contra os diferentes tipos de epitopos, são de fundamental importância na manutenção da 
replicação do HIV em níveis baixos.  
Entretanto, apesar de o sistema imunológico ser capaz de reconhecer várias proteínas do 
HIV e apresentar uma resposta celular e humoral vigorosa, principalmente durante a fase 
assintomática da infecção, o vírus não é completamente controlado e a progressão da doença é 
inevitável (Brander et al., 1999). A habilidade de o vírus persistir, mesmo com a presença da 
resposta imune celular e humoral, é atribuída às constantes mutações e a geração de novas 
variantes virais que são resistentes à resposta imune do hospedeiro (Geffin et al., 2003). Estudos 
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demonstraram que a transmissão materna de variantes virais pode limitar a resposta aos epitopos 
alvo, quando o padrão haplotípico é idêntico na criança (Feeny et al., 2003). 
Diversos fatores têm sido descritos que ajudam a explicar os mecanismos de resistência 
ao desenvolvimento e progressão para a AIDS. Em alguns casos, foi observado que a resistência 
pode ser resultante da infecção por vírus HIV-1 com mutações em um ou mais genes (Deacon et 
al., 1995). Em outros casos, existe a associação entre mutações em genes de receptores celulares 
de quimiocinas e a resistência à infecção pelo HIV-1 (Smith et al., 1997). Também foi observada 
uma correlação entre a heterogeneidade do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e 
a progressão para AIDS em indivíduos infectados pelo HIV-1 (Carrington et al., 1999). Contudo, 
algumas estratégias utilizadas pelo HIV tornam a resposta imune pouco eficaz no controle da 
replicação viral e da infecção, assim como: 
− Interferência do vírus na apresentação e reconhecimento das proteínas virais. Sob esse 
aspecto, observou-se que uma das atividades da proteína Nef é induzir a redução específica 
da expressão de algumas classes de MHC na superfície de células infectadas pelo HIV, 
interferindo na apresentação normal de peptídeos virais (Collins et al., 1998). Ainda nesse 
sentido, observou-se a ocorrência de variantes do HIV (mutantes) capazes de escapar do 
reconhecimento feito pelo sistema imunológico (Goulder et al., 1997). 
− Colonização rápida de diferentes tipos de tecidos. Durante a infecção pela mucosa, o HIV 
usa as células apresentadoras de antígenos (macrófagos e células de Langerhans). Estas 
células infectadas migram para os tecidos linfóides para processamento e apresentação de 
antígenos, onde o HIV passa a replicar e a colonizar rapidamente outros tecidos (Kacani et 
al., 1998). A colonização rápida de diferentes tipos de tecidos pode resultar no surgimento de 
variantes virais do HIV, que influenciam na progressão para AIDS (Shankarappa et al., 
1999). 
− Infecção de células latentes. Concomitante à colonização dos tecidos linfóides, o HIV pode 
infectar linfócitos T CD4+ inativos, permanecendo nestas células na forma de provírus 
latente. Os linfócitos com HIV latente constituem um reservatório viral, visto que não ocorre 
a replicação do provírus enquanto as células permanecem inativas e conseqüentemente não 
ocorre apresentação de antígenos e indução de resposta imune (Finzi et al., 1999). 
− Depleção de alguns tipos específicos de células T. O desenvolvimento de uma resposta 
imune intensa depende da integridade dos diferentes tipos de células envolvidas na indução e 
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manutenção da resposta imune. Na infecção pelo HIV, ocorre uma depleção dos linfócitos T 
auxiliadores (Th), o que causa uma diminuição acentuada na manutenção da resposta imune 
(Brander et al., 1999; Kalams et al., 1999; Rosenberg et al., 1999). Além do 
comprometimento da manutenção da resposta imune, durante a infecção pode ocorrer 
eliminação de determinados clones de células CTL específicos para alguns variantes do HIV 
(McKinney et al., 1999).  
Todas essas estratégias combinadas possibilitam que o HIV cause um 
comprometimento gradual e aparentemente irreversível do sistema imunológico (Chun et al., 
1999).  
Em resposta à pressão exercida pelo sistema imunológico ou pelos diferentes regimes 
anti-retrovirais, ocorre seleção de mutações que proporcionam algum tipo de vantagem 
adaptativa ao vírus (Mammano et al., 1998; Kosalaraksa et al., 1999). Esse fenômeno foi 
extensivamente demonstrado em pacientes infectados pelo HIV, submetidos a tratamento anti-
retroviral (Molla et al., 1996). O vírus responde à pressão exercida pelas drogas fixando 
mutações que conferem resistência aos compostos utilizados (Sheldon et al., 1999).  
Por outro lado, os efeitos resultantes da pressão exercida pelo sistema imunológico no 
genoma do HIV são menos óbvios. Observou-se que a presença de mutações em algumas regiões 
dos genes do HIV, as quais correspondem a epitopos reconhecidos pelas células T citotóxicas, 
possibilitam a evasão desses mutantes à vigilância feita pelo sistema imunológico. A presença de 
mutantes do HIV não reconhecidos pelo sistema imunológico foi observada nas diferentes fases 
da infecção e está associada com a rapidez na progressão para a AIDS (Phillips, et al., 1991; 
Borrow et al., 1997; Goulder et al., 1997; Price et al., 1997; Phillay & Phillips, 2005). No 
entanto, alguns trabalhos sugerem que a presença de mutantes aptos a evadir a vigilância feita 
pelo sistema imunológico seja um fenômeno importante e comum durante todas as fases da 
infecção pelo HIV (Brander et al., 1999; Hay et al., 1999).  
Possivelmente, o padrão de evolução e a diversidade que são observados no genoma do 
HIV possam ser conseqüência da combinação de diferentes fatores como: seleção natural, 
mutação, deriva gênica e colonização de diferentes tecidos (Rambaut et al., 2004). Além disso, 
estudos filogenéticos sugerem que estas variantes virais também possam ser transmitidas, 
entretanto, não existem dados conclusivos de que estas variantes, com adaptações às respostas 
imunes celulares, sejam preferencialmente transmitidas (Pillay & Phillips, 2005). Em adição, 
assinaturas genômicas decorrentes da pressão seletiva do sistema imunológico têm sido descritas 
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em diversos vírus, no Epstein-Barr (EBV) (Campos-Lima et al., 1993), no vírus da Influenza A 
(Lindsay et al., 2001) e mesmo no HIV-1 (Kelleher et al., 2002; Moore et al., 2002). Além disso, 
padrões distintos de seleção natural foram estabelecidos em seqüências de DNA viral e 
correlacionados com a pressão atuante do sistema imunológico dos hospedeiros em diferentes 
genes virais (Leal et al., 2004; Ross & Rodrigo, 2002; Sheridan et al., 2004). Os mecanismos 
evolutivos que atuam nos genes do HIV-1, decorrentes das interações com o sistema 
imunológico, têm sido estudados extensivamente (Kelleher et al., 2002; Leal et al., 2004; Moore 
et al., 2002; Phillips et al., 1991; Price et al., 1997; Ross & Rodrigo, 2002; Sheridan et al., 
2004).  
Entretanto, em pacientes com o sistema imunológico ainda em desenvolvimento, o 
perfil evolutivo do HIV-1 e a extensão da resposta precisam ser mais explorados. Neste trabalho 
propomos a exploração de alguns aspectos da genética evolutiva do HIV, através de uma 
abordagem comparativa entre pacientes com o sistema imunológico imaturo (crianças) e 
pacientes com sistema imunológico hígido (adultos recém infectados). Especificamente, 
analisamos o impacto causado pela infecção do HIV na habilidade do organismo responder aos 
epitopos virais. Isso foi feito de forma comparativa avaliando a diversidade genética e a extensão 
da pressão seletiva no gene nef em crianças e adultos recém infectados. 
 
1.3.4. DINÂMICA POPULACIONAL E INTERAÇÃO VÍRUS-HOSPEDEIRO.  
 
A dinâmica da população inferida por filogenia do HIV-1 no paciente é muito diferente 
daquela ao nível populacional (Rambaut et al., 2004; Grenfell et al., 2004). Isso é bastante 
evidente em filogenias inferidas de genes altamente imunogênicos, como por exemplo, o gene 
env do HIV (Grenfell et al., 2004; Yusim et al., 2002). Em contrapartida, o gene pol é menos 
variável com uma taxa de substituição menor que a do gene env (Palmer et al., 2002). Portanto, 
as mutações de resistência surgidas em um hospedeiro provavelmente são menos transmitidas 
(Leigh Brown, 1999; Ribeiro & Bonhoeffer, 2002; Yusim et al., 2002). Além disso, o gene pol é 
pouco imunogênico, de forma que a pressão seletiva do sistema imunológico tende a ser menos 
intensa (Phillips, 1999). Talvez por isso, a distância genética do gene pol, estimada dentro do 
indivíduo é similar à estimada na população (entre indivíduos não correlacionados), com isso, a 
estrutura filogenética no paciente é similar à observada na população (Palmer et al., 2002; 
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Grenfell et al., 2004). Em razão destes fenômenos e do predomínio de seleção purificadora no 
gene pol, o surgimento e extinção de linhagens são menos freqüentes (Ribeiro & Bonhoeffer, 
2002; Rouzine & Coffin 1999). No entanto, as altas taxas de recombinação observadas no HIV 
podem favorecer o surgimento de populações virais com perfil de mutações de resistência 
complexo (Morris et al., 1999; Rambaut et al., 2004). 
O processo de substituição alélica (fixação de mutações) é dinâmico e sofre a influência 
de mecanismos determinísticos (não influenciados por efeitos do acaso) e estocásticos 
(influenciados por efeitos do acaso) (Rouzine & Coffin, 1999). Particularmente, nos eventos de 
transmissão do vírus entre indivíduos, ocorre uma redução bastante acentuada na população viral 
que é transmitida para o novo indivíduo infectado. Com isso, os eventos de substituição são 
altamente afetados por mecanismos influenciados por efeitos do acaso (Haase et al., 1996; Leigh 
Brown et al., 1997; Perelson et al., 1996; Rouzine & Coffin, 1999). Por outro lado, mesmo 
nestas circunstâncias existe a pressão de seleção natural, principalmente no envelope viral (em 
especial, nas glicoproteínas de superfície (Gp120)), resultante do processo de adaptação ao 
ambiente celular do novo hospedeiro (Shankarappa et al., 1999). 
O processo de co-evolução decorrente das interações entre vírus e hospedeiro pode ser 
evidenciado em diversos sistemas de infecção natural, no entanto, a interpretação desses achados 
envolve considerações acerca dos diversos fatores associados a este mecanismo. Este processo 
resulta de uma combinação bastante complexa de fatores inerentes ao vírus e à população 
infectada, que pode ser analisado através das variações genéticas adaptativas surgidas no HIV-1 
decorrente de fatores seletivos (pressão do sistema imunológico ou terapia anti-retroviral) 
durante a interação do parasita com seu hospedeiro e a da manutenção nas populações. Além 
disso, a virulência do HIV pode ser influenciada por esta adaptação molecular e contínua seleção 
ao longo do tempo (Moore et al., 2002; Yusim et al., 2002; Anderson & May, 1979; Woolhouse 
et al., 2002; Arien et al., 2005). 
A biologia evolutiva tem abordado os mecanismos genéticos envolvidos na interação 
entre parasita e hospedeiro sob diferentes aspectos. Estes mecanismos de co-evolução têm sido 
estudados destacando o padrão de mutações em genes virais e do hospedeiro que influenciam na 
susceptibilidade à infecção pelo HIV. Nesse contexto, foi observado que existe uma relação entre 
a baixa susceptibilidade à infecção causada pelo HIV e uma deleção no receptor de quimiocinas 
CCR5 (Dean et al., 2002; Schlieekelman et al., 2001). Além disso, alguns autores sugeriram que 
existe uma relação entre a presença de determinados haplótipos no complexo de 
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histocompatibilidade principal (MHC) com a gravidade da infecção (Gao et al., 2001; Carrington 
et al., 1999). Outro aspecto da co-evolução é a possibilidade de que determinados padrões 
polimórficos do vírus favoreçam a sua disseminação numa determinada população. Evidências 
desse tipo de escape têm sido descritas na população viral existente no paciente (Kelleher et al., 
2001) e mesmo em populações de hospedeiros que compartilham um mesmo padrão haplotípico 
(Campos-Lima et al., 1993).  
A pressão que o sistema imunológico exerce no HIV deve-se principalmente ao 
reconhecimento de epítopos virais, os quais são apresentados na superfície de células infectadas. 
Estas células apresentam os peptídeos resultantes da hidrólise de proteínas virais feita pelo 
complexo proteassoma no citoplasma celular (Janeway et al., 1997). Os epítopos apresentados na 
superfície das células infectadas ligam-se ao MHC e este complexo, MHC-peptídeo, é então 
reconhecido pelos receptores de linfócitos T CD8 (TCR), iniciando a resposta imune humoral e 
celular. O controle da infecção pelo HIV é feito principalmente por linfócitos T CD8 que 
destroem as células infectadas por meio da atividade citotóxica (CTL) (Janeway et al., 1997). 
Esta atividade CTL específica é mediada pelo TCR das células CD8 e pelo complexo MHC-
peptídeo da superfície das células infectadas (Janeway et al., 1997; Litman et al., 1999) e é 
extremamente importante no controle da replicação viral durante toda a fase de infecção pelo 
HIV-1 (Rinaldo et al., 1995; Phillips, 1999; Pantaleo et al., 1997).  
Os efeitos da interação do HIV com o sistema imunológico do paciente também podem 
ser observados a nível populacional. A freqüência de determinados haplótipos (MHC) em 
algumas populações pode induzir um determinado padrão de mutações no HIV-1 (Moore et al., 
2002; Yusim et al., 2002). Nos casos em que a população possui uma composição de MHC 
pouco diversificada, pode ocorrer que o padrão de mutações surgido no parasita possibilite a sua 
evasão do sistema imunológico (Campos-Lima et al., 1993; Hill, 1998). O surgimento de 
mutações que favorecem a evasão já foi observado ao longo da infecção no paciente (Kelleher et 
al., 2002; Price et al., 1997). Por exemplo, determinados padrões de mutações em alguns sítios 
da RT estão diretamente associados com a presença de certos haplótipos na população infectada 
(Moore et al., 2002; Yusim et al., 2002). Isso talvez explique o escape viral que ocorre em 
populações que têm um padrão haplotípico pouco diversificado (Campos-Lima et al., 1993; 
Carrington et al., 1999). 
A dinâmica populacional e a filogenética do HIV são fortemente influenciadas pelas 
interações do vírus com o hospedeiro (Crandall et al., 1999; Frost et al., 2001; Ross & Rodrigo, 
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2002). Os eventos de infecção e a malha de transmissão explorada também afetam a dinâmica do 
HIV (Grenfell et al., 2004; Pybus et al., 2000; Rambaut et al., 2004). Sendo assim, a evolução do 
HIV resulta de uma combinação de fatores relativos à biologia do vírus (taxa de substituição, 
recombinação) e fatores relacionados com o hospedeiro (estrutura genética dos indivíduos, 
malha de transmissão, pressão do sistema imunológico). A pressão evolutiva nos genes do HIV-1 
é distinta, de modo que alguns genes são mais imunogênicos e outros menos. Com isso, o 
acúmulo de diversidade pode variar bastante nos genes do HIV-1 (Nájera et al., 1995; 
Shankarrapa et al., 1999; Yoshimura et al., 1996). Em conseqüência disso, o padrão filogenético 
observado nos diferentes genes presentes no genoma viral é distinto (Grenfell et al., 2004; 
Rambaut et al., 2004; Shankarrapa et al., 1999). Por exemplo, o gene env é altamente 
imunogênico, de forma que a pressão exercida pelo sistema imunológico ocasiona o surgimento 
e a extinção de várias linhagens virais durante o período de infecção (Shankarrapa et al., 1999). 
Portanto, a dinâmica evolutiva do gene env do HIV-1 no paciente é muito diferente daquela 
observada a nível populacional. A estrutura das filogenias feitas com seqüências do gene env 
obtidas num mesmo paciente caracteriza-se pela presença de ramos longos e pouca estrutura de 
agrupamentos. Contudo, este mesmo padrão não é observado quando a filogenia é construída 
com seqüências de indivíduos não relacionados, onde existe bastante resolução no padrão de 
agrupamentos em razão do isolamento e evolução de linhagens independentes (Rambaut et al., 
2004). Com isso, as inferências feitas de análises de seqüências obtidas de um paciente não 
refletem o processo evolutivo da população.  
A dinâmica evolutiva do gene nef depende da combinação de diversos fatores como: 
seleção natural, efeitos estocásticos associados à redução da população durante os eventos de 
transmissão e a malha de transmissão explorada pelo vírus. A complexa interação entre o vírus e 
o sistema imunológico e a capacidade deste sistema exercer pressão seletiva por meio de CTL e 
anticorpos neutralizantes contra o vírus pode gerar padrões específicos de evolução. Esta pressão 
seletiva decorrente da resposta imune do hospedeiro face às infecções ocorre tanto nas crianças 
quanto nos adultos (Pillay & Phillips, 2005). No entanto alguns estudos mostraram que em 
crianças com menos de 4 anos a resposta é menos intensa que nos adultos (Pillay & Phillips, 
2005; Sandberg et al., 2003). Visto que a pressão seletiva difere de acordo com a idade, neste 
estudo abordaremos, através da utilização de dados moleculares e de ferramentas de análise 
filogenética e, também, de genética de populações, os processos evolutivos do HIV-1 em 
populações de crianças e adultos recém infectados. 
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Evidências filogenéticas indicam, que grande parte das mutações que surgem nas mães 
são transmitidas às crianças (transmissão vertical) e que somente com o transcorrer do tempo de 
infecção é que essas mutações podem desaparecer, deste modo, a transmissão vertical de 
variantes capazes de evadir da resposta de células T CD8 específica podem comprometer a 
montagem de uma resposta imunológica, quando crianças compartilharem o mesmo perfil de 
haplótipo das mães, resultando na redução do controle da replicação viral e rápida progressão 
para AIDS (Pillay & Phillips, 2005; Sanchez-Merino et al., 2005). Além disso, estudos sugerem 
que a resposta de CTL nas crianças somente se inicie por volta dos 6 meses de idade (Sandberg 
et al., 2003), contudo nos adultos esta resposta surge logo no início da infecção. Por outro lado, a 
resposta por anticorpos neutralizantes pode ser gerada rapidamente e contribuir para a 
diversidade genética do vírus nos primeiros meses da infecção, tanto nos adultos quanto nas 
crianças (McAdam, Gotch, 1999; Moore et al., 2002; Nájera et al., 1995; Rouzine & Coffin, 
1999a; Yusim et al., 2002; Pillay & Phillips et al., 2005; Lemey et al., 2007). 
A resposta imunológica por meio de CTL desempenha um importante papel no controle 
da replicação viral. Esta resposta pode induzir mutações que permitem a evasão do HIV-1 às 
pressões seletivas exercidas pela resposta imunológica. Além disso, estas mutações de evasão, 
descritas tanto na fase aguda quanto na crônica, foram evidenciadas nos epitopos dos genes gag, 
nef e pol do HIV-1, no entanto, foi demonstrado que o gene nef é um importante alvo da resposta 
imunológica na infecção primária (Fenney et al., 2005; Karlsson et al., 2007).  
Na fase inicial da infecção, observou-se que a resposta imunológica mediada por células 
T citotóxicas (CTL) contra os peptídeos do gene nef é igualmente intensa (Novitsky et al., 2001; 
Yang et al., 2006). Dessa maneira, a intensa pressão seletiva no gene nef, pode estar 
correlacionada com a extensão e duração da infecção no hospedeiro (Feeney et al., 2005; 
Noviello et al., 2007). 
Conseqüentemente, a análise comparativa entre crianças e adultos recém infectados é 
relevante sob o aspecto que, contrário aos adultos, crianças apresentam um sistema imunológico 
imaturo. Neste cenário o HIV encontra pouca resistência imposta pelos mecanismos celulares de 
defesa, com isso o estabelecimento da infecção pode ter uma dinâmica distinta. Essas diferenças 
têm sido caracterizadas em crianças através de estudos clínicos (níveis de linfócitos e carga viral) 
e imunológicos (resposta CTL a determinados epítopos virais) e, além disso, possuem 
importantes implicações no controle da viremia do HIV-1, visto que, isolados virais obtidos nos 
estágios iniciais da infecção têm bastante influência na dinâmica da doença (Perelson et al., 
  
Introdução 29 
 
1996; Noviello et al., 2007; Luzuriaga et al., 1999; Wu et al., 2004, Feeney, 2004). Portanto, 
devido à necessidade de explorar em mais detalhes os mecanismos evolutivos concorrentes entre 
adultos e crianças, abordaremos a genética evolutiva do processo de interação entre vírus-
hospedeiro durante a infecção recente pelo HIV-1. 
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2.1. OBJETIVO GERAL: 
 
 Estudar comparativamente os mecanismos evolutivos atuantes especificamente no gene 
nef do HIV-1 entre populações de indivíduos com perfil imunológico distinto (i.e. 
crianças e adultos).  
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
 Avaliar a diversidade genética, através da estimativa da razão entre o número de mutações 
não-sinônimas e mutações sinôminas no genes nef do HIV-1 em crianças e comparar com a 
diversidade genética do HIV em adultos recém infectados. 
 Comparar os resultados obtidos no gene nef, com resultados parciais da pressão seletiva no 
gene pol. 
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3.1. ASPÉCTOS ÉTICOS. 
 
O presente estudo foi submetido à apresentação do Comitê de Ética em Pesquisa do 
Hospital São Paulo/UNIFESP sob o nº 04/12044-3, diretamente ligado ao projeto também 
submetido e aprovado pelo mesmo Comitê sob o nº 0288/05. 
 
3.2. CRITÉRIOS DE INCLUSÃO NO ESTUDO. 
 
Foram considerados os seguintes critérios para a inclusão dos pacientes nos diferentes 
grupos: 
Grupo 1. 
1. Ser infectada pelo subtipo B do HIV-1, 
2. Possuir 0 a 3 anos de idade. 
Grupo 2. 
1. Ser infectada pelo subtipo B do HIV-1, 
2. Possuir 4 a 6 anos de idade. 
 
3.3. POPULAÇÃO ESTUDADA. 
 
Foram utilizadas as amostras de creme leucocitário (buffy coat) que estavam disponíveis 
no Laboratório de Retrovirologia da Escola Paulista de Medicina – UNIFESP, previamente 
identificadas. Estas amostras foram classificadas em dois grupos, um com amostras de crianças 
com idade entre 0-3 anos e outro com amostras de crianças com idade entre 4-6 anos. 
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Grupos Extração de DNA PCR  Sequenciamento 
0-3 65 65 54 
4-6 65 65 55 
Total 130 130 109 
 
 
3.4. PROCESSAMENTO DO MATERIAL. 
 
3.4.1. EXTRAÇÃO DE DNA PROVIRAL. 
  
A extração do DNA proviral das alíquotas do creme leucocitário (buffy coat) congeladas 
foi realizada utilizando-se o QIAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen Inc. Santa Clarita, CA, 
EUA). Segundo recomendações do fabricante  
 
3.4.2. REAÇÃO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) EM DUAS ETAPAS 
(NESTED) PARA A AMPLIFICAÇÃO DO DNA PROVIRAL. 
 
Após a extração de DNA, foi utilizada a técnica de nested-PCR para amplificar os genes 
nef e pol do HIV-1. Esta técnica é uma modificação da reação em cadeia pela polimerase (PCR) 
que consiste em duas etapas da PCR, envolvendo dois pares de iniciadores (primers). Na 
primeira etapa da reação um segmento de DNA é amplificado com os iniciadores (um par de 
primers). Uma alíquota do produto amplificado é então submetida à nova amplificação usando-
se novo par de primers, localizados internamente em relação à posição do par de primers 
inicialmente utilizados. A segunda amplificação com primers diferentes, garante a especificidade 
da reação. Essa técnica apresenta sensibilidade superior à do PCR. 
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Gene nef: 
Após a extração de DNA foi realizada a nested-PCR das amostras pertencentes ao grupo 
de crianças entre 0-3 anos e ao de crianças entre 4-6 anos de idade, de acordo com POP 
(procedimento operacional padrão) do Laboratório de Retrovirologia da UNIFESP. Esta reação 
ocorre em duas etapas: 
1. A primeira etapa da nested-PCR foi realizada por meio da utilização de uma solução master 
mix que contêm: Tampão 1X, MgCl2 2.5mM, dNTP 0.2mM, Taq DNA polimerase 0.25 U e 
0.2 pmol de cada um dos iniciadores (primers) externos descritos por Shugars et al., 1993 
(Nef-1 e Nef-2) descritos na tabela (2):  
      Tabela 2. Descrição dos iniciadores externos utilizados na primeira etapa da nested-PCR do gene nef. 
Primers Posição (HXB2) Sequência Tamanho do Fragmento 
Nef-1 8528 - 8547 5’ ccg ccg ctt gag aga ctt ac 3’ 
1105pb 
Nef-2 1314 – 1331 5’ atc tga ggg tta gcc act cc 3’ 
 
2. Para a segunda etapa foi utilizada uma solução de master mix nas mesmas condições da 
primeira etapa da nested-PCR, entretanto, para a segunda etapa, foi adicionado 0.2 pmol de 
cada um dos iniciadores (primers) internos descritos por Shugars et al., 1993 (Nef-3 e Nef-4 
– tabela 3) e foi transferido 5 μL do produto amplificado na primeira etapa para a segunda 
etapa da nested-PCR: 
      Tabela 3. Descrição dos iniciadores internos utilizados na segunda etapa da nested-PCR do gene nef. 
Primers Posição (HXB2) Sequência Tamanho do Fragmento 
Nef-3 8688 – 8708 5’ gat gct gag ggg aca gat agg 3’ 
872pb 
Nef-4 2108 – 2127 5’ cct ccc cgg aaa gtc ccc ag 3’ 
 
Como controle negativo da reação de PCR foi utilizada água milli-Q e como controle 
positivo foi usado o genoma do HXB2 clonado em plasmídio. As condições físicas para esta 
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reação foram as mesmas descritas na primeira reação, com exceção da temperatura de 
anelamento dos primers que foi de 58ºC. 
 
Gene pol: 
 
Após a extração de DNA foi realizada a nested-PCR das amostras pertencentes ao grupo 
de crianças entre 0-3 anos e ao de crianças entre 4-6 anos de idade, utilizando o protocolo do 
POP do Laboratório de Retrovirologia da UNIFESP, para amplificar a região da protease e da 
transcriptase reversa do gene pol. Esta reação ocorre em duas etapas: 
1. A primeira etapa da nested-PCR foi realizada com a utilização de uma solução master mix: 
Tampão 1X, MgCl2 2.5mM, dNTP 0.4mM, Taq DNA polimerase 0.25 U e 0.2 pmol de cada 
um dos iniciadores (primers) externos (Pol-1 e Pol-2 -  tabela 4): 
    Tabela 4. Descrição dos iniciadores externos utilizados na primeira etapa da nested-PCR do gene pol. 
Primers Posição (HXB2) Seqüência Tamanho do Fragmento 
Pol-1 1842-1865 5’ ggg agt ggg ggg acc cgg cca taa 3’ 
1709pb 
Pol-2 3534-3558 5’ cat tgg cct tgc ccc tgc ttc tgt 3’ 
 
2. Para a segunda etapa foi utilizada uma solução de máster mix nas mesmas condições da 
primeira etapa da nested-PCR, entretanto, para a segunda etapa, foi adicionado 0.2 pmol de 
cada um dos iniciadores (primers) internos (Kozal-1 e Kozal-2 – tabela 5) (Kozal et al., 
1996) e foi transferido 5 μL do produto amplificado na primeira etapa para a segunda etapa 
da nested-PCR:  
    Tabela 5. Descrição dos iniciadores internos utilizados na segunda etapa da nested-PCR do gene pol. 
Primers Posição (HXB2) Seqüência Tamanho do Fragmento 
Kozal-1 2147-2166 5’ cag agc caa cag ccc cac ca 3’ 
1200pb 
Kozal-2 5745-5776 5’ ttt ccc cac taa ctt ctg tat gtc att gac a 3’
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Como controle negativo da reação de PCR foi utilizada água milli-Q e como controle 
positivo foi usado o genoma do HXB2 clonado em plasmídio. As condições físicas para esta 
reação serão as mesmas descritas na primeira reação.  
 
3.4.3. DETECÇÃO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS. 
 
Para verificar a presença do produto amplificado pela reação de nested-PCR dos genes 
nef e pol com o tamanho esperado, de aproximadamente 872 e 1200 pb respectivamente, foi 
realizado o fracionamento eletroforético utilizando o produto de nested-PCR com tampão de 
carregamento (40% de sacarose; 0,25% de azul de bromofenol) que constitui na separação do 
produto amplificado em gel de agarose 1,5% em tri-borato/ EDTA (TBE) 1X (0,89 M Tris; 0,89 
ácido Bórico e 0,02 M EDTA pH 8,0), contendo brometo de etídeo (0,5 μg/mL). A separação 
dos fragmentos foi efetuada a 100 Volts (V) e 55 mili-amperes (mA) por 45 minutos em tampão 
TBE 1X. Para a comparação do tamanho molecular em pares de base dos fragmentos 
amplificados foi utilizado um marcador de tamanho molecular padrão de 100 pares de base (bp) 
(GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD, EUA). O gel foi visualizado sob iluminação ultravioleta 
(U.V.) (320 nm) e foi fotografado utilizando câmara Polaroid (Pittsburgh). 
 
3.4.4. PURIFICAÇÃO DO PRODUTO DO SEGUNDO ROUND DA PCR. 
 
Os produtos da nested-PCR foram purificados utilizando-se o ChargeSwitch® PCR 
Clean-Up Kit (Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Ave. Carlsbad, CA 92008) que retira todos os 
reagentes utilizados na reação de PCR, deixando somente o produto amplificado. A tecnologia 
do ChargeSwitch® utiliza grânulos magnéticos (beads magnéticos) que é carga dependente de 
pH. Em baixas condições de pH os beads magnéticos possuem carga positiva e liga-se ao ácido 
nucléico que possui carga negativa. Após esta ligação o tubo contendo o produto da PCR, o 
tampão e os beads magnéticos são colocados numa rack magnética, onde os tubos ficarão 
posicionados na frente de um imã e os beads ligados ao ácido nucléico irão migrar para a parede 
do tubo. O sobrenadante da reação é retirado e descartado e os ácidos nucléicos serão lavados 
por meio de tampões de lavagem fornecidos pelo Kit. Para eluir os ácidos nucléicos a carga 
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magnética é neutralizada pela utilização de um tampão com pH de 8,5, com isso os beads 
magnéticos vão se desligar dos ácidos nucléicos e tubo contendo os ácidos nucléicos purificados, 
o tampão e os beads magnéticos são colocados numa rack magnética, onde os tubos ficarão 
posicionados novamente na frente de um imã, com isso os beads irão migrar para a parede do 
tubo e o sobrenadante será o produto de PCR purificado.  
Após a obtenção do produto de nested-PCR purificado, foi corrido um gel de agarose 
contendo tampão de carregamento (40 % de sacarose; 0,25 % de azul de bromofenol) e 5 μL do 
produto de purificação. Como padrão foi aplicado 5 μL do marcador de massa molecular para 
comparar a quantidade de DNA da amostra (produto de amplificação) com a intensidade de 
luminescência do marcador de massa molecular, esta luminescência é visulalizada com a 
utilização de uma lâmpada ultravioleta (quanto maior a intensidade da luminescência, maior a 
quantidade de DNA presente naquela amostra). 
 
3.4.5. REAÇÃO DE SEQÜENCIAMENTO. 
 
Os produtos purificados da reação de nested-PCR dos genes nef e pol foram submetidos 
à reação de sequenciamento. Esta reação é similar a uma reação de PCR, onde uma amostra de 
DNA é amplificada in vitro, porém, de forma diferente da reação de PCR, apenas um primer é 
utilizado para síntese das fitas, no sequenciamento de DNA.  
A quantificação do produto da PCR purificado em nanogramas (ng) por meio da sua 
comparação a um padrão de peso molecular “Low DNA Mass Ladder” (200mL, 4mL/appl - 
Invitrogen, Califórnia, USA), observado em gel de agarose, foi previamente realizada, para 
determinar a quantidade de amostra utilizada na reação de sequenciamento. A solução para cada 
amostra, teve volume final de 6μL com água deionizada q.s.p, e o volume de cada amostra para 
esta solução, foi definido por meio da quantificação realizada, como descrito acima, onde cada 
amostra deve conter aproximadamente 40ng.  
Após a quantificação e diluição das amostras para 40ng, foi realizada a reação 
utilizando-se o Kit “Ampli-Taq - Big-Dye Terminator Cycle Sequencing” (Applied Biosystems, 
CA, USA), onde uma solução é preparada, segundo as especificações do fabricante. Para a 
solução de reagentes foram utilizados tampão 5X, Big-Dye Terminator versão 3.0 (que contém 
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nucleotídeos livres marcados com fluorescência (ddntp´s), nucleotídeos não marcados e enzima 
polimerase) e iniciadores na concentração de 2 pM/μL, para um volume final de 9 μL, a este 
volume foi adicionado 6μL de amostras na concentração de aproximadamente 40ng. O 
sequenciamento é determinado bi-direcionalmente, usando-se um conjunto de primers, sendo um 
senso e outro anti-senso. Os iniciadores utilizados para o sequenciamento dos genes nef e pol 
foram (tabela 6): 
Tabela 6. Descrição dos iniciadores utilizados na reação de seqüenciamento 
de DNA viral dos genes nef e pol. 
Genes 
Primers Posição (HXB2) Sequência 
Gene nef 
Nef-3 8688 – 8708 5’ gat gct gag ggg aca gat agg 3’ 
Nef-4 2108 – 2127 5’ cct ccc cgg aaa gtc ccc ag 3’ 
Gene pol 
Kozal-1 2147-2166 5’ cag agc caa cag ccc cac ca 3’ 
DP-11 1585-1611 5´ cca ttc ctg gct tta att tta ctg gta 3´ 
F-1 2519-2539 5´gtt gac tca gat tgg ttg cac 3´ 
F-2 3305-3324 5´ gta tgt cat tga cag tcc agc 3´ 
 
A reação de sequenciamento foi incubada em um termociclador (ABI 9700 - Applied 
Byosistems, CA, EUA) e aquecida por 5 minutos a 94ºC. Após o aquecimento seguirão 25 ciclos 
consistindo de: desnaturação do DNA a 95ºC por 30 segundos, anelamento dos primers a 55ºC 
por 30 segundos e extensão a 60ºC por 4 minutos. Durante esta reação o primer se liga à 
seqüência complementar e os nucleotídeos são incorporados de acordo com a fita molde. Os 
produtos gerados nesta reação foram precipitados para eliminar os resíduos e posteriormente 
analisados por um seqüenciador automático modelo ABI 3100 (ABI-Perkin-Elmer, EUA). 
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3.4.6. PRECIPITAÇÃO DA REAÇÃO DE SEQÜENCIAMENTO. 
 
Após o termino da reação de sequenciamento são gerados fragmentos de tamanhos 
diferentes e também há sobra de primers, dDNTPs e alguns sais. A precipitação da reação de 
sequenciamento visa eliminar tais resíduos aumentando a qualidade das seqüências produzidas.  
 
3.4.7. SEQUENCIAMENTO AUTOMATIZADO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS. 
 
Após a reação de seqüenciamento, os fragmentos de DNA foram submetidos à 
separação eletroforética. A leitura destes fragmentos foi relizada por meio de um feixe de laser 
do seqüenciador automático de DNA modelo ABI PRISM 3100 (Applied Byosistems, CA, 
EUA). 
 
3.4.8. ANÁLISE DO SEQUENCIAMENTO. 
 
As edições dos fragmentos seqüenciados foram feitas utilizando-se o programa 
Sequencer 4.2 (Gene Code Corporation, EUA) por meio da análise do eletroferograma gerado a 
partir da leitura dos fragmentos de DNA no sequenciamento automático.  
Na análise do gene nef foi realizado o sequenciamento do mesmo trecho duas vezes, 
com a utilização de primers diferentes para cada reação, estes primers foram os mesmos 
utilizados na seguda etapa reação de PCR. Para a análise do gene pol, cada região do gene 
(protease e transcriptase reversa) foi seqüenciada duas vezes para cada amostra analisada com a 
utilização dos primers Kozal 1, DP11, F1 e F2, já citados anteriormente na reação de nested-
PCR.  
Os sinais fluorescentes gerados no sequenciamento automático são transferidos para um 
computador que analisa a posição e a força do sinal, produzindo um eletroferograma. Por meio 
da análise do eletroferograma gerado a partir da leitura dos fragmentos de DNA no 
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sequenciamento automático as edições dos fragmentos seqüenciados foram realizadas utilizando-
se o programa Sequencer 4.2 (Gene Code Corporation, EUA).  
A área sob o pico do eletroferograma representa a intensidade do sinal e a cor do pico é 
especificada de acordo com a base nucleotídica em questão. Sendo assim, o programa nomeia a 
base A, C, T ou G para cada posição, ou então N. Nos casos, onde a determinação das bases não 
é clara (ex. múltiplos picos sobrepostos), a nomeação das bases foi realizada de forma arbitraria 
onde os picos com maior intensidade são considerados. Assim usam-se os códigos da IUPAC 
(International Union of Pure and Applied Chemistry - União Internacional de Química Pura e 
Aplicada) citados na tabela abaixo (Tabela 7). Se numa mesma posição do eletroferograma, por 
exemplo, existem dois picos com cores designando as bases A e G, então, usa-se a letra R na 
seqüência de DNA para designadar a ambigüidade A/G. 
Tabela 7. Código IUPAC. 
Código Tradução 
A Adenina 
C Citosina 
G Guanina 
T Timina 
B C, G ou T 
D A, G ou T 
H A, C ou T 
R A ou G 
Y C ou T 
K G ou T 
M A ou C 
S G ou C 
W A ou T 
N Qualquer base 
V A, C ou G 
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3.4.9. ANÁLISE MOLECULAR DOS DADOS. 
 
Compilação e alinhamento das seqüências. 
 
As seqüências que contém inserções e deleções (indels), códons indeterminados, e 
códons de terminação foram editadas usando o programa Se-Al (Rambaut et al., 2000). As 
edições foram realizadas a fim de preservar a fase de leitura da seqüência codificantes. Nos casos 
onde as seqüências continham grande número de indels e codons indeterminados, estas foram 
excluídas das análises. Essa forma de edição é necessária para que o computo dos valores de 
likelihood e para a determinação das taxas das taxas evolutivas. A seguir, as seqüências foram 
alinhadas com referências obtidas de bancos de dados, utilizando o programa Clustal W 
(Thompson et al., 1994). 
  
Análise dos subtipos. 
 
Após o alinhamento, as seqüências selecionadas foram subtipadas por meio de duas 
metodologias para que nenhuma amostra pertencente a outros subtipos não B fosse analisada, 
pois esta poderia superestimar os cálculos de pressão seletiva do gene. Inicilamente foi realizada 
uma triagem inicial utilizando o programa “HIV blast search” (http://HIV-
web.lanl.gov/content/HIV-db/BASIC_BLAST/basic_ blast. html), devido a rapidez da obtenção 
de uma identificação de subtipos. No entanto, houve a necessidade de uma análise mais 
detalhada, portanto, as seqüências, dos genes nef e pol do HIV-1, pertencentes ao subtipo B, 
segundo o programa Blast, foram submetidas a uma análise filogenética usando um método de 
verossimilhança, que utiliza matrizes de probabilidade de mudança entre nucleotídeos que 
explicitam modelos evolutivos para a inferência dos estados ancestrais dos caracteres a partir do 
estados observados nos táxons apicais. 
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Inferência filogenética.  
 
O método de inferência filogenética foi feito por máxima verossimilhança que utiliza 
matrizes de probabilidade de mudança entre nucleotídeos que explicitam modelos evolutivos 
para a inferência dos estados ancestrais dos caracteres a partir do estados observados nos táxons 
apicais. As reconstruções ótimas maximizam a verossimilhança para todos os caracteres ao longo 
de uma topologia. No entanto, o número de substituições observadas em um alinhamento tende a 
subestimar o número real de eventos evolutivos para determinado conjunto de seqüências (Yang. 
1994a; Li, 1997). Por isso, é necessário o uso de modelos evolutivos de substituição de 
nucleotídeos (ou aminoácidos) que permitem a correção do número de eventos evolutivos 
(substituições) num determinado conjunto de dados (seqüências). Os modelos utilizados para 
descrever o processo de evolução das substituições de nucleotídeos, ou transição de estados (ex. 
A→G) em seqüências de DNA (RNA) seguem as seguintes premissas: 1. as taxas de mutações 
para cada nucleotídeo não se alteram com o tempo, 2. diponibilidade celular de nucleotídeos é 
constante e 3. o estado atual de um nucleotídeo só depende do seu estado anterior, e não de 
estados intermediários. As probabilidades de transição (P) de nucleotídeos (T, C, A, G) de um 
estado (i) para outro estado (j) em um intervalo de tempo (dt), dadas às premissas anteriores, 
podem ser expressas de forma matricial (4x4). 
 
pTT pCT pAT pGT 
pTC pCC pAC pGC 
pTA pCA pAA pGA 
pTG pCG pAG pGG 
Pt= 
 
(1) 
Este modelo de representação matricial das probabilidades, expresso em termos de 
estados descontínuos, é conhecido como cadeia de Markov. Cada elemento pij da matriz 
corresponde a uma probabilidade de mudança de estado i pelo j (ex. A→C), num intervalo de 
tempo. Vários modelos evolutivos propostos diferem na complexidade dos elementos da matriz, 
indo de um modelo onde todos os elementos têm a mesma probabilidade (25%) de transição 
(modelo Jukes e Cantor) até uma matriz mais geral, onde cada elemento tem uma probabilidade 
distinta.  
Neste trabalho, a matriz de probabilidade de substituição foi escolhida de acordo com o 
modelo evolutivo indicado pelo teste de razão de verossimilhança LRT (“Likelihood Ratio 
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Test”). O teste LRT é usado em inferências estatísticas e deve ser aplicado somente quando os 
modelos são aninhados. Dois modelos são aninhados quando o modelo mais complexo (aquele 
com um número maior de parâmetros livres) derivou de um modelo mais simples (com menos 
parâmetros livres) e no mais complexo existe a adição de pelo menos um parâmetro. Assim, após 
a estimativa dos valores de verossimilhança do modelo mais simples (L0) e do mais complexo 
(L1) eles são tratados no teste LRT como hipótese nula (H0) e hipótese alternativa (H1), 
respectivamente. Isso é feito pela diferença de valores do logaritmo da verossimilhança entre 
dois modelos aninhados na seguinte equação: 
LRT=(2[lnL1-lnL0])    (2) 
Os valores de LRT seguem uma distribuição qui-quadrado assintotica (χ2), onde os 
graus de liberdade são dados pela diferença de parâmetros livres entre os modelos. A hipótese 
nula é descartada quando o valor do teste for menor que o nível de significância escolhido (valor 
de alfa). As estimativas dos parâmetros e de verossimilhança para 56 modelos aninhados foram 
feitas com o programa PAUP. O teste LRT foi executado pelo programa MODELTEST 3.06b 
(Huelsenbeck, Crandall, 1997; Posada, Crandall, 1998). A heterogeneidade das taxas de 
substituição entre os sítios foi incorporada através da distribuição gama (Γ), onde o parâmetro 
alfa (α) e a proporção de sítios que não variam foram estimados a partir dos dados. Da mesma 
forma, os valores das matrizes de transição e a freqüência de bases também foram estimados de 
forma iterativa durante o processo de reconstrução. A reconstrução filogenética foi feita em 
etapas: 
1. Iniciou-se com a escolha do modelo de evolução de nucleotídeos e obtenção de uma 
árvore inicial pelo método de distâncias de agrupamento de vizinhos (“neighbor 
joining”).  
2. Por fim, foram feitos rearranjos (perturbações) na árvore inferida pelo método dos 
quartetos, através do método de busca heurística com o algoritmo “stepwise addition” e o 
método “nearest neighbor interchange (NNI)” (algumas vezes foi usado o método “tree 
bisection and reconnection” (TBR)) de rearranjo das árvores. As árvores com maior 
verossimilhança que a inicial foram escolhidas.  
Esse método de reconstrução filogenética é bastante apropriado para ajuste de 
comprimentos de ramos, visto que em cada uma das etapas é feito um refinamento dos 
parâmetros da matriz de transição (modelo escolhido pelo MODELTEST). 
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Neste trabalho, foram utilizadas matrizes de probabilidade de mudança entre 
nucleotídeos que explicitam modelos evolutivos para a inferência dos estados ancestrais dos 
caracteres a partir dos estados observados nos táxons apicais. As reconstruções ótimas 
maximizam a verossimilhança (maximum likelihood) para todos os caracteres ao longo de uma 
topologia. As árvores de verossimilhança foram feitas com o modelo GTR (general time 
reversible), utilizando o software PAUP* (Swofford et al., 2001).  
 
Métodos de detecção de seleção.  
 
Os métodos mais sensíveis de detecção de seleção natural utilizam a razão entre o 
número de substituições não-sinônimas por sítio não-sinônimo (dN) e o número de substituições 
sinônimas por sítio sinônimo (dS) (ω = dN/dS). Nos casos onde as substituições não-sinônimas 
enfrentam restrições funcional-estruturais espera-se dN<dS (seleção negativa ou purificadora). 
Por outro lado, na presença de seleção positiva (ou diversificadora) espera-se obter dN>dS. O 
regime de seleção é determinado pela razão entre dN / dS (ω). Ou seja: 
ω >1 para seleção positiva. 
ω <1 para seleção negativa ou purificadora. 
ω =1 para um regime neutro de substituições. 
 
Determinação de dN e dS pelo método de distancias par-a-par 
 
Nessa abordagem, são calculadas as distâncias genéticas normalizadas pelo número de 
sítios ao longo das seqüências. As distâncias são computadas par-a-par para um alinhamento 
composto por n seqüências de DNA de mesmo comprimento (método de Nei-Gojobori) (Nei & 
Kumar, 2000). 
Especificamente, no método de Nei-Gojobori, dN e dS são estimadas como a razão do 
número total de substituições sinônimas (S) e não-sinônimas (N), divididos respectivamente pelo 
número de sítios potencialmente sinônimos (s) e potencialmente não-sinônimos (n). Estes 
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valores são computados para cada códon sob a premissa de que as mudanças de nucleotídeos têm 
a mesma probabilidade (modelo de Jukes-Cantor). Assumindo que ƒi designa a proporção de 
mudanças sinônimas possíveis na posição i-ésima de um determinado códon (i=1, 2, 3), o 
número de sítios potencialmente sinônimos (s) pode ser obtido por:  
s=Σ     (3) 3 
i=1 fi 
O número de sítios potencialmente não-sinônimos (n) é dado por n=3-s (Nei & Kumar, 
2000). Para exemplificar, temos o caso da trinca da fenilalanina (TTT), onde as substituições na 
primeira e na segunda posição são não-sinônimas e somente 1 em 3 substituições são sinônimas 
(TTC). Assim, temos que o número de sítios potencialmente sinônimos (s) é igual a: 0+0+1/3. 
Por outro lado, o número de sítios potencialmente não-sinônimos (n) é igual a: 3-1/3=8/3. 
Quando uma mudança resulta num códon de terminação este não é computado. Para obter os 
valores do número total de substituições sinônimas (S) na seqüência inteira usa-se a expressão: 
S=Σ    (4) Cj= j  1 s
Para os valores do número de substituições não-sinônimas (N) usa-se a expressão 
N=3C-S, onde C é o número total de códons e sj é o valor do número de sítios potencialmente 
sinônimos para o j-ésimo códon (Nei & Kumar, 2000). Nota-se que S+N=3C é igual ao número 
total de nucleotídeos comparados. O cálculo das diferenças de nucleotídeos sinônimos e não-
sinônimos é feito par-a-par, códon por códon. Por exemplo, na comparação dos pares de códons 
TTT (F) e GTA (V) existem duas possibilidades neste caminho: 
(1) TTT (F)↔GTT (V) ↔GTA (V) 
(2) TTT (F)↔TTA (L) ↔GTA (V) 
Se designarmos os símbolos s  e nd d para as diferenças sinônimas e não sinônimas por 
códon, respectivamente, e assumindo que ambos os caminhos (1) e (2) têm as mesmas 
probabilidades, temos que s  =1/2 e que nd d = 3/2. Nos casos onde as substituições resultarem em 
códons de terminação, os passos não são computados. Com base nestas premissas, é possível 
estimar a proporção das diferenças sinônimas (p ) e não-sinônimas (p ) por: p  = s  /S e p  = ss n s d n n 
/N, respectivamente, onde S e N são os números médios de sítios sinônimos e não-sinônimos 
para duas seqüências. Para estimar o número de substituições sinônimas (dS) e o número de não 
sinônimas (dN) por sítio usa-se a expressão: 
dX=-(3/4ln[1-(4/3)px]   (5) 
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do modelo de Jukes-Cantor, substituindo-se p por p ou ps n. Assim, o número de substituições 
sinônimas é calculado por: dS=-(3/4ln[1-(4/3)ps], e o número de substituições não sinônimas é 
calculado por dN=-(3/4ln[1-(4/3)pn]. Com isso, o valor de ω é calculado a partir das médias dos 
valores de dN e dS. Este método fornece uma estimativa aproximada de ω visto que, o processo 
de substituição nos sítios sinônimos e não sinônimos, não segue o modelo de Jukes-Cantor (Nei 
& Kumar, 2000). Além de ser sensível ao comprimento e ao número de seqüências analisadas, 
outros fatores podem influenciar nos resultados. O excesso de polimorfismos e as taxas de 
heterogeneidade entre os sítios também podem influenciar nas estimativas.  
Vários programas usam o método de Nei-Gojobori (1986). Em nossas análises usamos o 
programa Mega2 que calcula a média geral entre os valores de dN e dS e seus erros associados 
para todos os pares de seqüências (Nei & Kumar, 2000).  
 
Determinação de dN e dS pelo método de verossimilhança máxima  
 
Goldman e Yang (1994) e MUSE e Gaut (1994) propuseram uma estimação da relação 
entre as taxas de substituições não-sinônimas e sinônimas, ω, dentro de um contexto da 
verossimilhança máxima (maximum likelihood), utilizando um modelo de substituição de 
códon. Nielsen e Yang (1998) propuseram um método onde os sítios (códons) de uma proteína 
podem assumir valores de dN e dS distintos para cada sitio. Com isso, a detecção de seleção 
positiva pode ser feita individualmente para cada um dos sítios (códons) para uma determinada 
proteína. Este método está implementado no programa CODEML, do pacote PAML v.3.154 
(Yang, 1997). O CODEML utiliza vários modelos evolutivos que diferem entre si na 
distribuição de dN/ dS (ω) entre os códons.   
Dentre os vários modelos de substituição de códons implementados no programa 
CODEML alguns deles são mais ajustáveis às seqüências de DNA de vírus e serão discutidos 
abaixo (Nielsen & Yang, 1998; Yang et al., 2000): 
1. M0 é o mais simples, pois assume um único valor de dN/dS para todos os sítios 
(códons). 
2. M1 (neutro) assume duas categorias de códons: os conservados (dN/dS = 0) e os neutros 
(dN/dS = 1), distribuídos em diferentes proporções (p  e p0 1). 
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3. M2 (seleção) comparado ao modelo anterior, adiciona uma nova categoria de códons 
(p2) a qual pode assumir valores maiores que 1 para dN/dS (ω ).  2
4. M3 (discreto) permite n categorias de códons para um determinado número de classes 
(K). Os valores de dN/dS (ω) por categoria são estimados a partir dos dados e seguem 
uma distribuição gama, subdividida em K categorias. Em nossos estudos utilizamos K=8, 
de acordo com Yang et al. (2000) sendo que obtivemos valores de ω 0 até ω 7 e suas 
respectivas proporções (p até p0 7) de códons pertencentes às diferentes classes. A 
proporção p8 de sítios com valores de dN/dS mais altos avalia os códons com seleção 
positiva mais intensa. 
A abordagem de detecção de seleção positiva é inicialmente feita pela estimativa de 
parâmetros para todos os modelos acima citados; a seguir, o teste LRT é usado para verificar 
qual o modelo que melhor se ajusta aos dados. O teste é feito pela diferença dos valores de 
verossimilhança entre os modelos aninhados. Visto que essa diferença segue uma distribuição 
qui-quadrado assintótica isso permite determinar a significância estatística entre os modelos, 
assumindo que os graus de liberdade são dados pela diferença entre os parâmetros livres de cada 
modelo. 
A detecção de seleção positiva ocorre se o modelo escolhido assumir valores de dN/dS 
maiores que um (ω >1) e se os valores estimados forem significativos. Assim, se o teste LRT 
indicar que o modelo M2 é mais adequado que os modelos M0 e M1, então a hipótese de seleção 
positiva é aceita. Se acaso o teste indicar que o modelo M3 é melhor, quando comparados os 
modelos M1 vs. M3 e M2 vs. M3, isso permite a identificação dos códons sob seleção positiva. A 
melhor comparação entre: M0 vs. M2 e M1 vs. M2, é mais conservadora na estimativa para 
detectar seleção positiva (Yang, 2000).  
Em adição utilizamos um metodo de verossimilhança que avalia se o número de 
substituições não-sinônimas por sítio não-sinônimo (dN) e o número de substituições sinônimas 
por sítio sinônimo (dS) diferem entre duas populações (Pond et al., 2006).  A significância das 
diferenças e avaliada por LRT assumindo um grau de liberdade.  
A taxa de substituição não-sinônima/sinônima (ω=dN/dS) fornece uma medida sensível 
da pressão seletiva pois possibilita a adequação de modelos de substituição de códons (uso de 
diferentes matrizes de transição de aminoácidos) e o ajuste das taxas de heterogeneidade nas 
estimativas de ω para cada códon, também possibilita o uso da informação genealógica dos 
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dados para descrever o processo evolutivo de substituição de códons (Felsenstein, 1973; Yang, 
1994).  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS
  
Resultados 51 
 
 
4.1. EXTRAÇÃO DE DNA PROVIRAL. 
 
O número de amostras proposto para o estudo foi de 60 amostras, sendo 30 de crianças 
de 0-3 anos de idade e 30 de crianças de 4-6 anos de idade. 
 As extrações de DNA proviral do buffy coat de sangue total foram feitas em 130 
amostras, sendo que 65 amostras fazem parte do grupo de crianças de 0-3 anos de idade e as 
outras 65 amostras fazem parte do grupo de crianças de 4-6 anos de idade. Esta extração de DNA 
foi realizada utilizando-se o Kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen Inc. Santa Clarita, CA, 
EUA). 
Tabela 8. Quantidade de amostras processadas de cada gene estudado, 
genes nef e pol, dos grupos de crianças, com idades entre 0-3 anos e 4-6 
anos. 
Grupos Genes Extração de DNA PCR Sequenciamento* 
Nef 65 65 54 
0 - 3 Pol 30 30 30 
Nef 65 65 55 
Pol 4 – 6 30 30 30 
Nef 130 130 109 
Pol Total 60 60 60 
       *Correspondentes somente às amostras com amplificação positiva 
 
4.2. REAÇÃO EM CADEIA PELA POLIMERASE (NESTED-PCR) PARA A 
AMPLIFICAÇÃO DO DNA PROVIRAL. 
 
4.2.2. GENE NEF. 
 
O DNA proviral de 109 amostras foi amplificado, sendo que 54 pertenciam ao grupo de 
crianças entre 0 - 3 anos e 55 ao grupo de crianças entre 4 - 6 anos de idade. 
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O produto amplificado na segunda etapa da PCR foi visualizado pela separação 
eletroforética em gel de agarose e as amostras que apresentaram produto amplificado foram 
purificadas. Após a purificação do produto da nested-PCR foi realizado o sequenciamento de 
DNA das amostras dos grupos de crianças com idade entre 0-3 e 4-6 anos e posteriormente estas 
foram analisadas. 
As seqüências selecionadas foram subtipadas por meio de duas metodologias para que 
nenhuma amostra pertencente a outros subtipos não B fosse analisada, pois esta poderia 
superestimar os cálculos de pressão seletiva do gene. Inicilamente foi realizada uma triagem 
inicial utilizando o programa “HIV blast search” (http://HIV-web.lanl.gov/content/HIV-
db/BASIC_BLAST/basic_ blast. html), pois este fornece rapidamente a análise dos subtipos. No 
entanto, para uma análise mais detalhada dos subtipos estas amostras foram submetidas a uma 
metodologia mais sensível por meio da construção de uma árvore filogenética de 
verossimilhança feita com o modelo GTR (general time reversible). Desta forma, somente as 
amostras pertencentes ao subtipo B foram selecionadas para análise.  
As amostras pertencentes ao subtipo B foram analisadas para verificar a presença de 
pressão seletiva no gene nef, visto que a presença de pressão seletiva foi detectada na maioria 
dos genes do HIV-1 e sugere-se que a intensidade da seleção está relacionada com o resultado da 
infecção (Yang et al., 2003; Ross & Rodrigo, 2002), portanto a ação da pressão seletiva no gene 
nef do HIV-1 foi analisada através da comparação de indivíduos com perfil imunológico distinto 
(crianças e adultos). 
 
4.2.3.GENE POL. 
 
As amostras foram analisadas a partir do gene nef e as que pertenciam ao subtipo B do 
HIV-1 foram selecionadas para uma futura análise do gene pol. 
O produto amplificado na segunda etapa da nested-PCR do gene pol das amostras 
selecionadas, foi visualizado pela separação por eletroforese em gel de agarose, onde as bandas 
apresentavam o tamanho esperado, o produto amplificado foi purificado e seqüenciado. 
As seqüências selecionadas foram subtipadas por meio do programa “HIV blast search” 
(http://HIV-web.lanl.gov/content/HIV-db/BASIC_BLAST/basic_blast.html) e assim foi possível 
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selecionar as amostras do subtipo B. Contudo, com a finalidade de uma análise mais detalhada 
dos subtipos, as amostras pertencentes ao subtipo B foram novamente analisadas por uma 
metodologia mais sensível por meio da construção de uma árvore filogenética de 
verossimilhança feita com o modelo GTR (general time reversible).   
 
4.3. ANÁLISE DA DIVERSIDADE GENÉTICA. 
 
4.3.1. IDENTIFICAÇÃO DO SUBTIPO B DO HIV-1. 
 
Após o alinhamento das seqüências foi realizada a subtipagem das amostras por meio da 
análise filogenética usando um método de verossimilhança para identificar os subtipos do HIV-1 
dos genes nef e pol nas amostras dos dois grupos de crianças (Figura 5 e 6). Essa análise mostrou 
que entre as 60 seqüências do gene nef, maioria das seqüências do gene nef pertencem ao subtipo 
B (azul na figura 5). Três seqüências agruparam com referências F, as quais podem ser F ou 
recombinantes BF (verde na figura 5). Outra seqüência foi classificada pertencente ao subtipo C 
(amarelo na figura 5). Todas as seqüências não identificadas como subtipo B foram excluídas das 
análises seguintes. 
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Figura 5. Genotipagem das seqüências do gene nef do HIV-1 obtidas das crianças. Os agrupamentos 
representativos dos principais subtipos do HIV-1 estão identificados na figura (i.e. B, C, D e F). A árvore 
mostra que maior parte das amostras das crinças (azuis) agrupa com as amostras referencias do subtipo B 
(vermelho) do HIV-1. Três amostras de crianças agrupam com as referencias do subtipo F (verde) e uma 
amostra (amarelo) agrupa com o subtipo C. 
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O mesmo procedimento de identificação de subtipos por análise filogenética foi feito 
com 18 seqüências do gene pol. Essa análise revelou que a maioria das seqüências do gene pol 
pertenciam ao subtipo B (azul na figura 6). Quatro amostras amostras agruparam com as 
referencias do subtipo F, sendo prováveis recombinantes BF. Seis amostras apresentaram padrão 
indeterminado de agrupamento, no entanto é provável que essas amostras sejam formas 
recombinantes. 
 
Figura 6. Genotipagem das seqüências do gene pol do HIV-1 obtidas das crianças. Os agrupamentos 
representativos dos principais subtipos do HIV-1 estão identificados na figura (i.e. B, F). A árvore mostra 
que, maior parte das amostras das crianças agrupam com as amostras referencias do subtipo B (azuis na 
árvore) do HIV-1.  Quatro amostras de crianças agrupam com as referencias do subtipo F (verde) e seis 
amostra com padrão de agrupamento indefinido (provavelmente recombinantes BF). 
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A análise filogenética permitiu a classificação das seqüências dos genes pol e nef, de 
acordo com os subtipos referencias do HIV-1. Dessa forma temos uma idéia da proporção de 
subtipos encontrados nas seqüências crianças. Os resultados mostraram que existe uma 
prevalência do subtipo B nas seqüências analisadas. Apesar dessa amostra ter sido escolhida ao 
acaso a prevalência do subtipo B reflete a tendência da epidemia Brasileira observada 
caracterizada em adultos.   
  
4.3.2. ANÁLISE DA PRESSÃO SELETIVA NO GENE NEF. 
 
Após a determinação do genótipo das amostras passamos a análise da pressão seletiva 
nas seqüências de crianças do HIV-1 subtipo B. Dessa forma, foram excluídas seqüência com 
indels e/ou ambigüidades, as remanescentes foram separadas em dois grupos de acordo com a 
idade: 1. crianças entre 0 e 3 anos (n=14); 2. crianças entre 4 a 6 anos (n=39). Inicialmente 
inferimos filogenias para cada grupo. Essas filogenias devem conter uma estimativa razoável de 
comprimentos de ramos. Portanto, usamos o método de verossimilhança e assumimos o modelo 
GTR para estimar os comprimentos dos ramos das filogenias. Visto que os dois grupos de 
crianças apresentavam idades distintas e que essa idade corresponde ao tempo de diversificação 
do HIV-1 (infecção materno-infantil), avaliamos o efeito desse tempo nas taxa nas topologias. 
Para isso estimamos o número de substituição por sítio. Essa análise mostrou que o maior tempo 
de diversificação do HIV-1 no grupo 2 (crianças de 4 a 6 anos) implica na inflação das taxas 
evolutivas nos ramos externos da filogenia, comparado a taxas observadas em crianças de 0 a 3 
anos (figura 7), no entanto, esta diferença no comprimento dos ramos não interferem no valor de 
ω (omega).  
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Figura 7. Comprimentos dos ramos de filogenias do gene nef do HIV-1 obtidas de crianças. A) 
Comprimentos dos ramos da filogenia de crianças entre 0 a 3 anos. B) Comprimento dos ramos da 
filogenia de crianças entre 4 a 6 anos. Os quadros cinza mostram os valores das taxas evolutivas dos 
ramos externos das filogenias. 
 
Esses resultados mostram que existe uma influência no tempo de diversificação do 
HIV-1 que é refletido diretamente no comprimento dos ramos das filogenias obtidas por 
verossimilhança. As taxas evolutivas são mais altas quanto maior o tempo de diversificação do 
vírus na população. Em nossos dados observamos quanto maior for a idade das crianças maior é 
o número de substituição por sítio do vírus (taxa evolutiva) (figura 7). 
 Visto que os dois grupos de crianças apresentaram distinções quanto às taxas evolutivas 
(numero de substituição de nucleotideos por sítio entre as seqüências), passamos a analisar as 
taxas de pressão seletiva entre as crianças. As filogenias e os alinhamentos editados, ou seja, 
excluídos os códons de terminação, inserções e deleções, foram analisados para determinar a 
pressão seletiva. Inicialmente a abordagem foi feita através dos métodos de Nielsen & Yang 
(NY) (1998) que utiliza maximum likelihood para estimar o número de substituições não 
sinônimas (dN) e sinônimas (dS) códon a códon. Este método está implementado no programa 
PAML v. 3.14. Os resultados mostraram um predomínio de seleção purificadora (dN/dS<1) no 
gene nef. Assim, 31% e 35% dos códons no gene nef, respectivamente em crianças entre 0 a 3 e 
  
Resultados 58 
 
 
4 a 6 anos, estão sob pressão purificadora. Seleção positiva (dN/dS>1) foi detectada em 8% a 9% 
dos códons, respectivamente em crianças de 0 a 3 e 4 a 6 anos. A distribuição dos códons sob 
seleção positiva em ambos os grupos de crianças é idêntica (figura 8). Estes códons estão 
presentes ao longo das seqüências, no entanto, existe uma concentração de códons sob seleção 
positiva na região inicial do gene nef (área cinza na figura 8) em ambos os grupos de crianças.  
 
Figura 8. Valores de dN/dS nos códons do gene nef do HIV-1 em crianças. A área 
cinza marca a região no gene onde existe uma concentração de códons sob seleção 
positiva (dN/dS>1). 
 
A comparação entre a pressão seletiva de crianças com diferentes idades mostrou que a 
tanto a intensidade (valores de dN/dS) quanto a localização dos códons sob seleção positiva são 
coincidentes entre os dois grupos. Isso sugere que não existem diferenças significativas nas 
pressões seletiva em crianças de acordo com o tempo de diversificação do HIV-1. Além disso, as 
diferenças nas taxas evolutivas observadas principalmente nos ramos externos das filogenias não 
afetam as estimativas das taxas seletivas. 
 Uma vez constatadas similaridades na pressão seletiva em crianças de acordo com 
as idades, passamos as analises comparativas entre crianças e adultos. Para isso 
agrupamos as seqüências de crianças em um único grupo (n=53) e comparamos este 
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grupo com seqüências obtidas de adultos (n=78) durante a infecção primária pelo HIV-1. 
Igualmente, essa análise feita pelo método NY e mostrou que a maioria dos sítios no gene 
nef estão sujeitos a uma seleção purificadora (dN/dS<1), respectivamente 30% nas 
crianças e 31% nos adultos. A proporção de sítios sob pressão seletiva positiva (dN/dS>1) 
foram detectados 9% em crianças e 6% em adultos. Essas proporções não diferem e 
mostram que o gene nef está igualmente sob seleção em adultos e em crianças. Essa 
análise também indicou que a distribuição das pressões seletivas no gene nef é similar 
entre adultos e crianças. Ademais, uma análise complementar e comparativa entre os 
subtipos C e B, das seqüências de adultos recém infectados, mostrou relevante diferença 
entre os códons sob pressão seletiva no gene nef (figura 9). Na figura 9 podemos observar 
que os valores de dN/dS ao longo do gene nef é similar entre os dois grupos. Em adição, 
os valores individuais de dN/dS não diferem estatisticamente entre crianças e adultos (t-
test=1.02, p-value=0.435). Da mesma forma que foi observado anteriormente com a 
comparação entre os grupos de crianças, a analise feita comparando adultos e crianças 
mostraram uma concentração de códons sob seleção positiva na região inicial do gene nef 
(figura 9).  
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Figura 9. Valores de dN/dS nos códons do gene nef do HIV-1 em crianças 
e adultos recém infectados. A área cinza marca a região onde existe uma 
concentração de códons sob seleção positiva (dN/dS>1) nos dois grupos. 
 
Apesar das análises feitas individualmente com as seqüências de adultos e crianças 
indicarem similaridades na posição dos códons sob seleção positiva e no montante global da 
razão dN/dS. Essas análises não exploram formalmente se existem diferenças códon-por-códon 
entre duas populações distintas. Em razão disso, fizemos um teste para determinar se existem 
codons no gene nef sob pressões distintas de seleção entre adultos e crianças. Esse teste usa 
filogenias e indica (baseado no LRT e no p-value) quais codons estão diferentemente 
selecionados entre os grupos. O resultado dessa análise mostrou que, grande parte dos códons do 
gene nef, estão igualmente sob as mesmas pressões seletivas em adultos e em crianças (figura 10 
e Tabela 9). No entanto, seis códons estão diferentemente selecionados entre os grupos 
analisados (setas na figura 10).  
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Figura 10. Comparação das taxas seletivas (dN/dS) nos códons do gene nef do HIV-1 em crianças e 
adultos. As barras indicam os valores de dN/dS nos códons do alinhamento de adultos (vermelho) e no 
alinhamento das crianças (azul). As setas indicam as posições onde o teste LRT (p-value) identificou 
codons com valores de dN/dS distintos entre as populações (adultos e crianças). 
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Tabela 9. Análise por Maximum likelihood do gene nef do HIV-1 dos grupos de 
crianças e adultos recém infectados. 
-nlL Modelo Parâmetros Estimados Seleção Positiva 
 códons com 
p>0.999 
Grupos de Crianças A ( 0 – 3 anos de idade) (n=14, l=612) 
M0 (one ratio) None 3127.32011 = 0.4327 κ (ts/tv)= 2.11437 ω0
pM1 
(nearlyneutral) 
3018.35208 0= 0.65225 p Not allowed 1= 0.34775 
=0.00000 ω =1.00000  ω0 1
κ (ts/tv)= 2.01824 
M2 
(selection) * 
3004.462631 p0= 0.63301 p1= 0.30331 p2=0.0637 10, 14, 26, 83, 
196 = 0.04273 ω =1.000 ω = 3.43841 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.59750 
M3 (discrete) 3003.98168 p0= 0.60233 p1= 0.3184 p2=0.07928 10, 14, 26, 48, 
83, 196 = 0.03146 ω =0.8169 ω = 3.02336 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.25216 
Grupos de Crianças B (4 – 6 anos de idade) (n=39, l=612) 
M0 (one ratio) None 3351.23052 =0.4067 κ (ts/tv)= 2.92624 ω0
pM1 
(nearlyneutral) 
3253.6001 0= 0.64067 p Not allowed 1= 0.35933 
=0.00000 ω =1.00000 ω0 1
κ (ts/tv)= 2.48571 
M2 
(selection) * 
3244.951982 p0= 0.6270 p1= 0.31451 p2= 0.0584 8, 83 
=0.0688 ω =1.000 ω = 2.96394 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.67378 
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M3 (discrete) 3242.81107 p0= 0.5582 p1= 0.3452 p 8, 10, 14, 83 2= 0.0965 
=0.0420 ω =0.6729 ω = 2.3454 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.61661 
Grupos de Crianças Combinados (A eB) (n=53, l=612) 
M0 (one ratio) None 8580.184763 =0.4202 κ (ts/tv)= 2.20087 ω0
pM1 
(nearlyneutral) 
8073.326331 0= 0.69820 p Not allowed 1= 0.30180 
=0.00000 ω =1.00000 ω0 1
κ (ts/tv)= 2.11126 
M2 
(selection)  
7963.276592 p0= 0.64267 p1= 0.26784 p 8, 10, 11, 14, 26, 
48, 83, 100, 131, 
180 
2= 0.0895 
=0.07113 ω =1.000 ω = 3.43496 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.39112 
M3 
(discrete) * 
7951.845113 p0= 0.59467 p1= 0.30683 p 8, 10, 11, 14,15, 
26,37, 48, 83, 
100, 131, 150, 
161, 180, 196 
2= 0.0985 
=0.04524 ω =0.67408 ω = 2.9115 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.27345 
Grupos de Crianças e Adultos do Subtipo C (n=78, l=612) 
M0 (one ratio) None 10353.50682 =0.4401 κ (ts/tv)= 2.31434 ω0
pM1 
(nearlyneutral) 
9726.004577 0= 0.67323 p Not allowed 1= 0.32677 
=0.06092 ω =1.00000 ω0 1
κ (ts/tv)= 2.19269 
M2 
(selection) * 
9644.090904 p0= 0.66561 p1= 0.25875 p 15, 47, 118, 149, 
186, 190, 192 
2= 0.0756 
=0.06974 ω =1.000 ω = 2.76348 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.41124 
M3 9643.55413 p0= 0.66264 p1= 0.25354 p2= 0.0838 15, 38, 47, 118, 
149, 166, 186, 
  
Resultados 64 
 
 
190, 192 (discrete)  =0.06727 ω =0.92411 ω = 2.5922 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.39518 
Grupos de Crianças e Adultos do Subtipo B (n=30, l=612) 
M0 (one ratio) None 5513.034008 =0.5139 κ (ts/tv)= 2.34002 ω0
pM1 
(nearlyneutral) 
5258.007758 0= 0.65566 p Not allowed 1= 0.34434 
=0.07071 ω =1.00000 ω0 1
κ (ts/tv)= 2.14265 
M2 
(selection) * 
5200.177405 p0= 0.63352 p1= 0.31150 p 9, 10, 11, 12, 14, 
15, 83, 131 
2= 0.0549 
=0.07635 ω =1.000 ω = 4.17993 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.34630 
pM3 
(discrete)  
5199.472421 0= 0.64368 p1=  0.30386 p 9, 10, 11, 12, 14, 
15, (…), 192 
2= 0.0524 
=0.08384 ω =1.11840 ω = 4.4797 ω0 1 2
κ (ts/tv)= 2.37786 
*) Best-fit model according to the LRT. p=proportion of codons under a defined category 
of ω (dN/dS) value κ (ts/tv)=transitions/transversion ratio. 1) LRT M2vsM3 ratio=0.961914, 
p=0.618191. 2) LRT M2vsM3 ratio=4.281738 p=0.117553. 3) LRT M2vsM3 
ratio=22.862305 p=0.000011, 4) LRT M2vsM3 ratio=1.074219 p=0.584435. 5) LRT 
M2vsM3 ratio=1.409180 p=0.494311 
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A análise comparativa da pressão seletiva positiva exercida entre crianças e adultos 
mostrou características interessantes sobre a pressão adaptativa no gene nef durante a infecção 
pediátrica. Notavelmente, a intensidade de seleção, medida por dN/dS, foi equivalente nas 
crianças e nos adultos. A localização dos sítios sobre pressão seletiva positiva foi mapeada por 
meio da utilização de uma seqüência consenso do gene nef e estes foram principalmente 
localizados em regiões com alta densidade (high density) anticorpos e epítopos CTL (Figura 11 e 
12). Estes dados demonstram que o gene nef na infecção pediátrica é um importante alvo do 
sistema imune imaturo. Além disso, mostram que os sítios sob seleção estão dispostos ao longo 
da seqüência, no entanto, encontram-se concentrados na região inicial do gene nef para 
seqüências do subtipo B, exatamente como foi visualizado pelas metodologias descritas 
anteriormente. Na análise dos sítios sob seleção do subtipo C verificou-se uma concentração 
maior na porção final do gene nef. A utilização de seqüências do subtipo C foi necessária para 
excluir a hipótese de que os sítios sob pressão seletiva positiva estariam relacionados o padrão 
geográfico dos sutipos, com isso, foi realizado o mapeamento de seqüências consenso de 
crianças e adultos subtipo B em comparação com amostras de adultos com subtipo C do HIV-1. 
Nesta análise verificou-se que os epítopos sob seleção estão relacionados com as diferença entre 
os subtipos e não com as regiões geográficas. Ademais, verificou-se uma diferença relevante nos 
sítios sob pressão seletiva positiva entre os subtipos B e C no gene nef, o que coincide com 
dados relatados por Pond e colaboradores em outros genes do HIV-1 (figura 11 e 12) (Pond, et 
al. 2006). 
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Figura 11. Códons sob seleção positiva do gene nef em epítopos Ab (anticorpos) de crianças e adultos 
recém infectados pelo subtipo B e C do HIV-1. 
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Figura 12. Códons sob seleção positiva do gene nef em epitopos CTL (CD8) de crianças e 
adultos recém infectados pelo subtipo B e C do HIV-1. O números indicam os epitopos CTL 
(CD8): 1.) B*4201, B*4202, B*8101, B35, B7, B81, B*3501, B51, A*0301, A*1101, A2, A2, 
B27, Cw4, B3; 2.) B*5801, B57, A2, Cw*0802, Cw8,A*0201, A*0205, A2, B60, B62, 
Cw*0802, Cw3, Cw8; 3.) A2, B8, A1,B61, B60, B*4002, B84001; 4.) CW*0602, CW*0401, 
B37, A24, B7, B37, CW*0602, B*2705, B27, B18, CW*0701, CW*0702, CW7, B13, B37, 
CW*0602, B18, CW*0701, CW7, A3; 5.) CW*0602, CW*0401, B35, A1, B17,B37, B62, B57, 
A1, A29, B*3701, B*5701, B15, B37, B51, B57, B63, Cw6, A1, B*5801, A29, A*3002, A24, 
B*5801; 6.) B7, B57, B58, B63, B*0702, B7, B*0702, B*3501, B*4201, B88101, B35, B7, B35, 
B57, A*2402, A24, A33, B27, A*2402, A24, B35, B18, A2, B*0702, B*1801, B*5301,B*1517, 
B57, B63, A*6901, A2; 7.) A*0201, A2, A2, B8, B*1503, A1, A1, A24, B51, B52, B35, Cw4, 
A*6901, A*0201, A*0202, A2, A24, A3, B51, B52. 
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4.3.3. ANÁLISE DA PRESSÃO SELETIVA NO GENE POL 
 
Com o intuito de complementar os dados obtidos da análise do gene nef, foi realizada 
uma análise da pressão seletiva no gene pol. No entanto, está análise foi pouco refinada quando 
comparada com as analises realizadas no gene nef, já que o gene pol, é mais conservado. Deste 
modo, as amostras pertencentes ao subtipo B do HIV-1 foram analisadas para a determinação do 
padrão de pressão seletiva. Para tanto estimamos os valores de dN e dS sítio-a-sítio usando o 
método de  Muse & Gaut. Foram analisadas 40 sequencias obtidas das crianças dos dois grupos 
concomitantemente, pois como foi demonstrado por metodologias anteriores do gene nef, não 
houve diferença no perfil de seleção entre estes grupos, portanto, sugere-se que o gene pol 
apresente um perfil semelhante ao que foi demonstrado no gene nef. Esta análise foi comparada 
com as estimativas feitas em 80 sequencias provenientes de adultos recém infectados (obtidas no 
banco de dados do HIV DataBase-Los Alamos, disponível em: (http://HIV-
web.lanl.gov/content/HIV-db). Os resultados desta análise mostram que, os sítios sob pressão 
seletiva positiva (dN>dS) estão presentes ao longo da seqüência e que este padrão de seleção é 
similar entre crianças e adultos. Além disso, semelhante aos resultados obtidos por meio da 
análise no gene nef, o padrão de pressão seletiva no gene pol em adultos e em crianças é 
predrominante impulsionado por seleção purificadora (dN/dS<1). Isso coincide com as 
características desse gene codificadores de enzimas virais (RT e PR) e grandes partes das 
mutações observadas são deletérias para as características funcionais e manutenção da estrutura 
funcional da enzima (figura 13).  
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Figura 13. Comparação das taxas seletivas (dN-dS) nos códons do gene pol do HIV-1 em 
crianças e adultos. As barras indicam os valores de dN-dS nos códons do alinhamento de crianças 
(vermelho) e no alinhamento das adultos (azul). 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. DISCUSSÃO 
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A dinâmica evolutiva do HIV é fortemente influenciada pelas interações do vírus com o 
hospedeiro (Crandall et al., 1999; Frost et al., 2001; Ross & Rodrigo, 2002; Van Opijnen et al., 
2007). Essa dinâmica resulta de uma combinação bastante complexa de fatores inerentes ao vírus 
e à população infectada, que pode ser analisado através das variações genéticas adaptativas 
surgidas no HIV-1 decorrente de fatores seletivos (pressão do sistema imunológico ou terapia 
anti-retroviral) durante a interação do vírus com o hospedeiro e a da manutenção nas populações. 
Além disso, a virulência do HIV pode ser influenciada por esta adaptação molecular e contínua 
seleção ao longo do tempo (Moore et al., 2002; Yusim et al., 2002; Anderson & May, 1979; 
Woolhouse et al., 2002; Arien et al., 2005). A complexa interação entre o vírus e o sistema 
imunológico e a capacidade deste sistema exercer pressão seletiva, tanto nas crianças quanto nos 
adultos, por meio de CTL e anticorpos neutralizantes contra o vírus pode gerar padrões 
específicos de evolução. Em razão do sistema imunológico das crianças não estar completamente 
desenvolvido, sugere que a pressão seletiva nos genes do HIV é distinta da observada em 
adultos, o que implica numa força de pressão seletiva diferente entre estes grupos (Buseyne et 
al., 2006).  
Trabalhos anteriores demonstram que, crianças com idade entre 0 e 3 anos, possuem um 
sistema imunológico pouco desenvolvido, contudo crianças com idade superior a 4 anos são 
capazes de montar uma resposta eficaz contra o HIV (Sandberg et al, 2003; Pillay & Phillips, 
2005). Nesse sentido, estes dados incitaram um estudo comparativo cuja inteção foi analisar a 
diversidade genética do gene nef, em indivíduos com perfil imunológico distintos.  Desta forma 
comparamos a razão entre o número de substituições não-sinônimas por sítio não-sinônimo (dN) 
e o número de substituições sinônimas por sítio sinônimo (dS) medidos códon a códon no gene 
nef  do HIV-1 entre adultos e crianças.  
Neste trabalho, fizemos uma abordagem centralizada na observação do regime seletivo 
em crianças e comparadas com adultos recém infectados, assumindo que entre eles existe uma 
diferença na maturidade do sistema imunológico (Buseyne et al., 2006). Com isso, tínhamos uma 
hipótese (nula) de que, as respostas imunológicas, de crianças e adultos, provocariam condições 
de evolução para o vírus no processo de pressão seletiva gerada por meio da interação entre 
vírus-hospedeiro durante a infecção recente pelo HIV-1 subtipo B. Deste modo, foi analisado o 
regime seletivo no gene nef em adultos recém infectados e crianças (transmissão materno-
infantil) que foram divididas em dois grupos de acordo com a idade (Grupo 1= 0-3 e Grupo 2 = 
4-6 anos de idade), visto que, estudos demostraram que, em contraste com o grupo de crianças 
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com idades entre 0-3 anos, crianças acima de 4 anos de idade possuem um sistema imunológico 
capaz de montar uma resposta imunológica eficaz contra o vírus (Sandberg et al., 2003). Com o 
objetivo de complementação, avaliamos o regime seletivo no gene pol entre crianças e adultos.  
Portanto, para abordar os processos evolutivos do HIV-1 em crianças e adultos recém infectados, 
foram utilizados dados moleculares (seqüências de DNA viral) e ferramentas de análise 
filogenética. Isso foi feito através da análise comparativa da intensidade de seleção (medida 
pelas taxas de substituição sinônimas e não-sinônimas) no gene nef e pol do HIV por meio da 
utilização do método de inferência filogenética foi feito por máxima verossimilhança com a 
utilização de modelos evolutivos de substituição de nucleotídeos (ou aminoácidos) que permitem 
a correção do número de eventos evolutivos (substituições) num determinado conjunto de dados 
(seqüências) Além disso, para estimar o número de substituições não sinônimas (dN) e sinônimas 
(dS) códon a códon foi realizada a análise da pressão seletiva através dos métodos de Nielsen & 
Yang (NY) (1998) que utiliza maximum likelihood. No entanto, essas análises não exploram 
formalmente se existem diferenças códon-por-códon entre duas populações distintas. Em razão 
disso, fizemos um teste para determinar se existem codons no gene nef sob pressões distintas de 
seleção entre adultos e crianças. Esse teste usa filogenias e indica (baseado no LRT e no p-value) 
quais codons estão diferentemente selecionados entre os grupos. O resultado dessa análise 
mostrou que, grande parte dos códons do gene nef estão igualmente sob as mesmas pressões 
seletivas em adultos e em crianças (figura 11 e Tabela 9). No entanto, seis códons estão 
diferentemente selecionados entre os grupos analisados (setas na figura 11). 
Os resultados obtidos mostram seleção positiva nos genes nef e pol tanto em adultos 
recém infectados, quanto em crianças. A análise comparativa entre crianças (Grupo 1 e Grupo 2) 
mostrou que, com o aumento do tempo de infecção (crianças com idade mais avançada, Grupo 
2), ocorre também um aumento na substituição de nucleotídeos por sítio (taxa evolutiva), 
observado nos ramos externos das filogenias (figura 7) (Noviello el al., 2007). Esse aumento 
decorre do maior tempo (divergência) de infecção nos indivíduos e pode ser observado nas 
filogenias pelo acúmulo de mutações nos ramos externos (apomorfismos). Essas mutações não 
serão necessariamente transmitidas na população, deste modo, para minimizar o efeito das 
mutações acumuladas intrapaciente, utilizados seqüências de pacientes recém infectados.  
As mutações deletérias normalmente são purgadas da população, de forma que 
mutações apicais (recentes) tendem a ser levemente deletéria. Em contrapartida, mutações em 
nós internos (antigas) são altamente adaptativas (Nielsen & Weinreich, 1999). Somente as 
mutações que favorecem o escape imune é que apresentarão vantagem seletiva na população, 
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comparada as mutações surgidas nos indivíduos (apomorfismos). Nosso achados, corroboram 
isso visto que o aumento observado nas taxas evolutivas dos ramos externos (crianças entre 4 e 6 
anos), não afetou o regime seletivo entre crianças e adultos, visto que a intensidade de seleção 
em ambos os grupos foi similar.  Em detalhes, ao compararmos os grupos de crianças (Grupo 1 e 
2), observamos que, onde há uma distinção entre o tempo de infecção (divergência viral) a razão 
omega (dN/dS), não foi afetada. Deste modo, a divergência das seqüências decorrentes do 
acumulo de mudança de nucleotídeos não implica em seleção por adaptação, portanto, as 
diferenças nos comprimentos dos ramos observadas neste estudo, não afetaram as estimativas de 
dN/dS, visto que ambos grupos de crianças tiveram valores parecidos. Estudos mostram que, a 
variação de dN/dS (que é o que foi estimado neste estudo) não oscila com a divergência (tempo 
de infecção). No entanto, existe um acumúlo de divergência ao longo do tempo. Isso mostra que, 
se tomarmos as medidas de dN/dS ao longo do tempo em um paciente, não vão ocorrer variações 
significativas, exceto no final da infecção onde a variabilidade (formas distintas) do vírus reduz. 
A comparação da pressão seletiva entre crianças mostrou ainda que, códons sob seleção positiva, 
foram detectados em toda a extensão dos genes nef e pol. Após as análises é possível concluir 
que, a pressão seletiva é ampla em ambos os grupos de crianças (grupo 1 e 2). A identificação de 
uma área densa em códons positivamente selecionados indica que, existe uma região preferencial 
do gene nef onde a pressão imune é mais intensa, no entando, no gene pol os códons sob pressão 
seletiva positiva aparecem distribuidos ao londo da seqüência (figura 10 e 13).   
Igualmente as comparações feitas, com os genes nef e pol, entre crianças e adultos 
mostraram características importantes no processo de seleção do HIV-1. A similaridade na 
intensidade de seleção e na localização dos códons sob seleção positiva mostra que, não existe 
diferença (estatisticamente significativa) na diversificação do HIV no nível populacional entre 
crianças e adultos. Esse achado é muito importante, pois contrasta com os resultados obtidos em 
ensaios imunológicos que mostram uma redução de intensidade de amplitude no reconhecimento 
de epitopos virais em crianças. Vale a pena salientar que o gene nef é bastante imunogênico  de 
forma que a pressão do sistema imunológico será intensa em todas as fases da infecção, 
especialmente durante a infecção recente, ao contrario de outros genes (gag e pol) que 
apresentam oscilações na resposta ao longo da infecção (principalmente mediada por CTL). 
Talvez essa peculiaridade do nef faz com que ocorra resposta imune intensa durante todas as 
fases da infecção pelo HIV-1. Possivelmente essa pressão é suficiente para diversificar o gene 
nef rapidamente nos primeiros estágios da infecção e dado a alta imunogenicidade isso ocorre 
mesmo em crianças onde o sistema imunológico ainda não esta completamente desenvolvido.  
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Uma observação interessante foi a identificação de uma área (codons 10 a 15), que 
apresenta uma concentração de codons sob pressão seletiva positiva intensa no gene nef. Essa 
região é densa em epitopos que são reconhecidos grandemente por anticorpos (resposta 
Humoral) e pouco densa em epitopos reconhecidos por CTL ou CD4-helper, o que contrapõe os 
achados de Feeney et al., 2005. Portanto, os epítopos expressos pela célula durante a infecção, 
desencadeiam uma resposta imunológica que promove citotoxidade celular gerando desta forma, 
uma alteração na seqüência do HIV. Assim é tentador sugerir que a diversificação do nef decorre 
grandemente da geração de anticorpos para essa região. A diversificação do HIV-1 observada 
nesse grupo reflete, preferencialmente, as mutações selecionadas antes da transmissão, ao invés 
daquelas surgidas nas crianças. Nesse contexto, a concentração de códons na região do nef rica 
em epitopos para anticorpos provavelmente reproduz essa característica do grupo de adultos. Em 
razão da coincidência na localização dos códons entre crianças e adultos, a maior intensidade de 
seleção positiva na região do nef de crianças talvez decorra das pressões seletivas mediadas pelos 
anticorpos maternos.  
Contudo, no gene pol, o padrão de pressão seletiva em adultos e em crianças é 
predominante impulsionado por seleção purificadora. Isso coincide com as características 
funcionais desse gene (codoficador das enzimas RT e PR) e, grandes partes das mutações 
observadas, são prejudiciais para as características funcionais e manutenção da estrutura da 
enzima. Além disso, os resultados desta análise mostram que, os sítios sob pressão seletiva 
positiva estão presentes ao longo da seqüência e que este padrão de seleção é similar entre 
crianças e adultos (figura 13).  
Estes resultados mostraram que, apesar dos valores médios de dN/dS não se 
diferenciarem para um mesmo gene entre crianças e adultos no nível populacional, 
sistematicamente os valores de alguns códons sob seleção positiva em crianças foram mais 
elevados. Ademais, na maior parte dos genes a proporção de códons sob seleção positiva em 
crianças é menor. Isso sugere que o sistema imunológico em crianças responde de forma menos 
ampla e mais intensa aos epítopos virais do HIV-1. 
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A análise entre crianças de idades distintas mostrou que com o aumento do tempo de 
infecção (crianças com idade mais avançada), ocorre também um aumento na substituição de 
nucleotídeos por sítio (taxa evolutiva), decorrente do aumento de mutações nos ramos externos 
(apomorfismos). A análise entre os grupos de crianças mostrou que, o acúmulo de apomorfismos 
não influi no padrão de seleção do HIV-1 na população.  
A comparação da pressão seletiva entre crianças mostrou que códons sob seleção 
positiva foram detectados ao longo dos genes nef e pol. Entretanto a identificação de uma área 
densa em códons positivamente selecionados indica que, existe uma região preferencial do nef 
onde a pressão imune é mais intensa, no entanto, no gene pol os códons sob pressão seletiva 
positiva aparecem distribuidos ao londo da seqüência. 
A similaridade na intensidade de seleção e na localização dos códons sob seleção 
positiva, entre crianças e adultos, mostra que não existe diferença, estatisticamente significativa, 
na diversificação do HIV em crianças e adultos, tanto no gene nef quanto no gene pol. 
Foi identificado, no gene nef, uma área (codons 10 a 15), que apresenta uma concentração 
de códons sob pressão seletiva positiva intensa. Essa região é densa em epitopos que são 
reconhecidos grandemente por anticorpos (resposta Humoral) e em contrapartida, pouco 
eficiente em suncitar uma resposta mediada por CTL ou CD4-helper. 
No gene pol, o padrão de pressão seletiva em adultos e em crianças é predominante 
impulsionado por seleção purificadora. Além disso, os resultados desta análise mostram que, os 
sítios sob pressão seletiva positiva (dN>dS) estão presentes ao longo da seqüência e que este 
padrão de seleção é similar entre crianças e adultos  
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